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1.-INTRODUCCIÓN
INTRODUCCIÓN 2
1.1.- REVISIÓN HISTÓRICA DEL GÉNERO STAPHYLOCOCCUS
Han transcurrido más de 100 años desde que por primera Vez fueron
observados cocos en heridas y en pus procedente de abscesos humanos.
Pero hasta 1880, fecha en la que Alexander Ogston publica sus datos
donde mostraba la existencia de numerosas infecciones piogénicas
Causadas por cocos, no se empieza a utilizar el término Staphy/ococcus,
nombre derivado de las palabras griegas staphy/e y coccus cuyo
significado etimológico es, respectivamente, racimo de uvas y grano.
Rosenbach en 1884, fue probablemente la primera persona que
creció e) estafilococo en un cultivo puro y que estudio sus características
en e) laboratorio. Observó que los aislados formaban dos tipos de colonias,
únicamente diferenciables por el color: naranjas y blancas. Propuso el
nombre de Staphy/ococcus pyogenes aureus para la primera y
Staphylococcuspyogenes a/bus para la segunda.
Winslow y Winslow, en 1908, Clasificaron los estafilococos cuyas
colonias eran naranjas dentro del género Aureococcus y los de colonias
blancas dentro del género Albococcus, describiendo al Albococcus
epidermidis. Posteriormente en 1920, Winslow y colaboradores incluyeron
Staphylococcus en la familia Micrococcaceae.
Hucker en 1948, al realizar la revisión de la sexta edición del Manual
de Bergey concluyó que los estafilococos y micrococos no eran distintos,
dio prioridad al nombre genérico de Micrococcus e incluyó a los
estafilococos dentro de éste género, a pesar de que el manual había
reconocido al género Staphy/ococcus en todas sus ediciones anteriores,
desde la primera a la quinta (1939>. En este mismo año, Abd-EI-Malek y
Gibson (1948> llamaron al grupo de estafilococos y micrococos “complejo
Stap/iy/ococcus-Micrococcus, considerando a los estafilococos como
patógenos y a los micrococos como saprofitos.
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En 1955, Evans y cols. propusieron separar estos organismos
basándose en la necesidad de oxígeno para su crecimiento. Situaron las
especies que eran aerobias facultativas en el género Staphy/ococcus y las
aerobias estrictas en el género Micrococcus. Esta clasificación fue aceptada
por Breed y cols. en la séptima edición del Manual de Bergey (1957> siendo
posteriormente confirmada por Baird-Parker (1963, 1965>.
En la séptima edición del Manual de Bergey <1957> se reconocían dos
especies de estafilococos: Staphy/ococcus aureus<coagulasa positivo y con
capacidad de fermentar el manito» y Staphy/ococcus epidermídis (negativo
a ambas pruebas>. El uso de la taxonomía numérica en 1959 indicó que los
estafilococos coagulasa positivos constituían un grupo homogéneo,
mientras que los estafilococos coagulasa negativos no lo eran (Hill, 1959>.
Baird-Parker (1963), fue el primero en reconocer tipos específicos
dentro del grupo heterogéneo de los estafilococos coagulasa negativos.
Dividió a los estafilococos en seis subgrupos basándose en pruebas
fisiológicas y bioquímicas; así, el subgrupo 1 contenía la especie S.aureus:
coagulasa y fosfatasa positivas que generalmente producían ácido a partir
de manitol aeróbica y anaeróbicamente; los subgrupos II hasta VI contenían
una única especie: S. epidermidis, que se diferenciaba en la producción de
fosfatasa y acetoina, así como en la capacidad de producir ácido
aeróbicamente a partir de la lactosa, maltosa y manitol. En 1965, Baird-
Parker definió a los subgrupo del II hasta el VI como biotipos del 1 al 5, e
indicó que la mayoría de estos biotipos merecerían tener el rango de
especíes.
Los criterios que hasta 1965 habían sido utilizados para distinguirlos
miembros del género Staphy/ococcus de los del género Micrococcus
<capacidad de crecimiento anaeróbico y fermentación de la glucosa en un
medio peptonado con extracto de levadura> fueron ampliamente criticados
por autores como Klesius y Schuardt (1968>, Auletta y Kennedy <1966>,
Mortensen y Kocur (1967> y Gibson (1967), quienes argumentaban la
existencia de cocos Gram y catalasa positivos con débil crecimiento
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anaeróbico y fermentación lenta de la glucosa. Aún a pesar de sus críticas
estos autores estaban de acuerdo en la separación de ambos géneros; así,
mientras Klesius y Schuardt (1968> argumentaban dicha separación
basándose en la distinta susceptibilidad a la lisostafina, Auletta y Kennedy
<1966) y Mortensen y Kocur (1967> la apoyaban en base al distinto
contenido en guanina y citosina del ADN de la especies pertenecientes a
ambos géneros.
En la octava edición del Manual de Bergey, Micrococcus
saprophyticus fue transferido al género Staphylococcus. En esta misma
edición, basándose en la producción de acetoina, actividad fosfatasa y
producción anaeróbica de ácido a partir de la lactosa, maltosa y manitol, se
reconocen tres especies de Staphy/ococcus: 3. aureus, 3. epidermídis,
biotipos 1-4, y S. saprophyticus, biotipos ‘¡—4.
Una vez separados ambos géneros (por el contenido de guanina-
citosina de su ADN, la composición de la pared celular, la susceptibilidad
a la lisostafina, el crecimiento en un medio de tioglicolato semisólido y la
producción aeróbica de ácido a partir de glicerol), los taxónomos empezaron
a diseñar esquemas que permitían dividir cada género. De este modo,
Schleifer y Kloos <197%> y Kloos y Schleifer (1975a> publicaron sus
estudios taxonómicos de las cepas estafilocócicas aisladas de piel humana,
describiendo en base a sus características morfológicas, fisiológicas y
bioquímicas, siete nuevas especies de coagulasa negativos llamadas: 3.
cohnii, 5’. haemo/ytícus, 5’. xy/osus, 3. warneri, 3. capitis, 3. homínis y 3.
simu/ans.
Simultáneamente a la descripción de estas nuevas especies, Kloos
y Schleifer (1975b> propusieron un esquema simplificado para la
identificación rutinaria de los estafilococos basado en una selección de
diversos caracteres bioquímicos.
Una nueva especie, S.sciuri, fue descrita por Kloos y cols (1976>, la
cual contiene dos subespecies sc/un y lentus.
Mícrococcus hyícus fue aislado por Sompolinsky <1953> de
INTRODUCCIÓN 5
exudados de piel en cerdos y fue transferido al género Staphylococcus por
Baird-Parker en 1963. Devriese y cols. (1978> subdividieron la especie
3. hyicus en dos subespecies: hyicus y chromogenes, aunque ésta última
fue considerada posteriormente como una nueva especie (Há¡ek y
cols.,1986>.
Hájek (1976>, describe la especieS. intermedius aislada de nariz de
palomas, visones, caballos y focas.
En las décadas de los años 80 y los 90 es donde tiene lugar la
descripción de una gran cantidad de nuevas especies de estafilococos
coagulasa negativos. Así Skerman y cols., en 1980, determinan la
existencia de trece especies dentro del género Staphylococcus.
El sistema de clasificación propuesto por Kloos y Schleifer (1975b>
para estafilococos de origen humano fue aplicado más tarde a aislados de
origen animal. De este modo se identificaron las siguientes especies:
3.ga//ínarum yS. caprae (Devriese y cols., 1983>, 3./entus <Schleifer y cols.,
1983J, 3. carnosus <Schleifer y Fischer, 1982>, 3. caseo/yticus <Schle¡fer
y cols., 1982>.
Una nueva especie, S.auricu/aris, fue aislada del hombre <Kloos y
Schleifer, 1983> y el organismo anaeróbico Peptvcoccussaccharo/yticusse
transfirió al género Staphy/ococcus (Kilpper-B~lz y Schleifer, 1981>.
En 1985, De la Fuente y cols. describen la subespecie 3. aureus
subsp. anaerobius. Tres años más tarde se descubren tres nuevas especies:
3. de/ph/ni (Varaldo y cols., 1988> es un estafilococo coagulasa positivo
aislado de delfines, 3. /ugdunensis y 3. schleiferi (Freney y cols., 1988>
son coagulasa negativos de origen humano. De ésta última especie se ha
descrito la subespecie coagu/ans (lgimi y cols., 1990> aislada de perros con
capacidad de coagular el plasma.
3. fe/ls es otra especie de estafilococos coagulase negativos aislada
de gatos <lgimi y cofs., 1989). 3. capitis subsp. ureo/yticus, aislada de piel
humana ha sido descrita en 1991 por Bannerman y Kloos.
3. muscae, 3. píscifermentans, 3. vitulus, 5. pasteuri y 5. pu/vereri
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son cinco nuevas especies descritas recientemente que todavía no están
recogidas en la última edición del Manual de Bergey.
5’. muscae aislada de moscas, cuyo huésped natural son los
mamíferos domésticos, fue descrita por Hájek y cols. en 1992.
5. piscifermentans aislada de pescado fermentado (Tanasupawat y cols.,
1992). 5’. pasteur/descrita en 1993 por Chesneau y sus colaboradores, es
fenotípicamente muy similar a 3. warner/, siendo los perfiles obtenidos por
ribotipia los que permiten diferenciar ambas especies. Otra especie descrita
ese mismo año es 5. vitulus (Webster y cols., 1993>. La última reseña de
una nueva especie de ECN la encontramos en 1995, año en el que
Zakrzewska y colaboradores describen la especie 5. pulvereriaislada tanto
en hombre como en animales.
En la actualidad, el género Staphy/ococcus comprende treinta y tres
especies diferentes, En la Tabla 1 se resume la historia evolutiva del género
Staphy/ococcus.
INTRODUCCION
TABLA 1: HISTORíA EVOLUTIVA DEL GÉNERO STA PH YLOCOCCUS
1974 * 1980~ 1986 ~
5. auraus
8. epidermidis
8. .sprophyticus
8. aure’j.
5. capitis
5. cohnii
5. epidemidis
5. haernolvticus
8. homini.
5. hyicus
8. ¡nterrneditja
S. saprophyticus
8. aciu,-i
5. simulsos
5. wan,eri
8. xylosua
5. aureus
8. auricularis
8. capitis
8. Cap,..
5. carnosus
5. csnlyticu.
5. cohnii
8. opidermidis
5. gallinarum
5. haemolyticus
5. hominis
8. hyicus
5. intermedius
5. saccharo¡yticus
5. .aprophyticus
5. .ciu’.i
8. simulan.
8. warneri
5. >cyloaus
Borneys Manual of dotorrninative Bacteriolooyt 8’ edición. 1974.
Skerman y cola.. 1980.
•••
9eroeys Manual of Syetematic Ractoriologyt 1’ edición. 1986.
‘‘ Citas en el texto.
7
5. orIettae
8. aureus
5. auiicula,’is
5. capitia
8. capree
5. cdrnosu.
5. caaeolyticus
8. chron,og.nes
8. cohn¡i
8. dolphini
5. epidsrrnidia
8. oquorum
8. felia
8. gallinwum
8. hasndytiom
5. honinia
5. hyicu.
5. intermedios
5. kloosii
5. lontus
5. lugdun.n.i.
8. musca.
8. paat.uri
8. pulvoreri
5. f,infl.
5. ssxtudyte
5. sqrortydo.
5. schldferi
8. colon
5. sim.jlans
5. vitulus
5. warn.n
5. xvEogus
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1.2.- SIGNIFICACIÓN CLÍNICA DE LOS ESTAFILOCOCOS COAGLJLASA
NEGATIVOS CEON
>
Los ECN son unos de los principales microorganismos causantes de
infección nosocomial. Aunque se encuentran entre las especies más
frecuentementeaisladas en los laboratorios de microbiología clínica (Patrick,
1990>, <Pfaller, 1988>, el hecho de que sean organismos ubicuos y que
constituyan el principal componente de la microflora normal de la piel,
mucosas y glándulas de mamíferos y pájaros; ha dado lugar a que hayan
sido considerados como saprofitos y durante años se discutiera acerca de
su significación clínica. Aún actualmente uno de los problemas de cara al
laboratorio es distinguir silos aislados de ECN son cepas con significación
clínica, es decir, cepas productoras de infección, o simplemente cepas
contaminantes (Kleeman y cols., 1993>.
1.2.1.- DESCUBRIMIENTO DEL POTENCIAL PATÓGENO DE LOS ECN
Revisando la bibliografía vemos como con el paso de los años los
ECN se han ido reconociendo progresivamente como importantes agentes
etiológicos de una gran variedad de s¡tuaciones clínicas. Así, en 1958
Smith y cols. descubrieron el potencial patógeno de los ECN al analizar
datos procedentes de pacientes con septicemia. Dos años más tarde Brandt
y Swahn, (1960) sugieren que más del 1% de todos los casos de
endocard¡tis podían ser debidos a ECN. Posteriormente, Pereira (1962>
publicó que un cierto grupo de ECN, actualmente llamado 5. saprophyticus,
causaba infecciones en el tracto urinario <ITUs>.
En 1965, Wilson y Stuart encontraron que en el 4,4% de los casos
de infecciones en heridas, los ECN eran los únicos microorganismos
aislados . Ese mismo año Gallagher y cols., y cuatro años más tarde
Mabeck (1969) informaron acerca de infecciones del tracto urinario
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causadas por ECN.
Pulverer y Pillich (1967) notificaron la existencia de 128 casos de
endocarditis que pensaron que estaban causadas por ECN; años más tarde,
Pulverer en el “Fifth International Symposium on Staphylococci and
Staphylococcal lnfections” <1985) manifestó su frustración con la
comunidad médica al hablar acerca de todas las trabas que les habían
puesto los editores cuando publicaron el artículo anteriormente citado. En
1971, Holt informó sobre la colonización de derivaciones ventriculoatriales
por ECN, colonización que frecuentemente iba seguida por una septicemia.
En 1985 Pulverer hace una revisión bibliográfica de 2276 pacientes
con derivaciones ventriculoatriales o peritoneales, de los cuales el 8%
sufrieron infecciones, siendo más de la mitad de estas infecciones causadas
por ECN.
De modo que, anteriormente a los años 70, tanto clínicos como
microbiólogos generalmente consideraban a los ECN como contaminantes
y únicamente 5. aureus fue considerado como patógeno dentro de las
especies estafilocócicas , y es en las últimas dos décadas cuando se han
realizado considerables progresos tanto en la clasificación de los
estafilococos como en el desarrollo de métodos de upado; progresos que
han permitido a la comunidad médica estar más al corriente acerca de la
gran variabilidad de especies clínicas de ECN y aumentar la credibilidad de
que estos organismos son agentes etiológicos de una variedad de
enfermedades.
1.2.2.- ECN ASOCIADOS A INFECCIONES HUMANAS
Los ECN actualmente son considerados como microorganismos
patógenos oportunistas que se aíslan frecuentemente en cuatro tipos de
pacientes: un primer tipo lo constituirían aquellos pacientes con rotura de
la barrera natural de la piel, como son los sujetos sometidos a cirugía, con
lesiones uraumatolágicas, o aquellos que presentan patología dermatológica
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(eccemas, psoriasis>. Un segundo tipo estaría constituido por pacientes con
dispositivos implantados como catéteres, prótesis, derivaciones, etc.. El
tercer grupo lo formarían pacientes inmunocomprometidos y/o con
enfermedad de base. Y el último grupo seria el de los neonatos.
De todas las especies de ECN, 5. epidermidis y 3. saprophyticus son
las que aparecen con mayor frecuencia en los aislamientos clínicos,
mientras que el resto de las especies raramente se encuentran en
infecciones humanas. (Tabla 2>.
5. epidermidis es el principal agente Causal de sepsis nosocomial en
neonatología y oncología <Baumgart y cols.,1983>. Es el responsable del
74% al 92% de las bacteriemias adquiridas en hospitales causadas por los
ECN (Martín y cols.,1989>. Las infecciones cardiovasculares debidas a
S.epidermidis son frecuentes después de procedimientos tales como cirugía
valvular, cirugía cardiovascularycardiotomía <ArcheryTenenbaum, 1980>.
También es el principal patógeno en infecciones de pacientes con
derivaciones de líquido cefalorraquideo, produciendo frecuentemente
bacteriemias en estos pacientes. Es el microorganismo más comúnmente
aislado de infecciones secundarias a la implantación de una gran variedad
de prótesis ortopédicas (Clarke, 1979>. Raramente causa osteomielitis,
aunque se han publicado algunos casos (Paley, 1986>. Es el principal
agente causal de peritonitis en pacientes sometidos a diálisis peritoneal
ambulatoria continua (Kraus y Spector, 1983). Y es aislado comunmente
en infecciones del tracto urinario tales como cistitis, uretritis y pielonefritis.
5’. saprophytícus, ha sido identificado como una de las causas más
frecuentes de ITUs en mujeres jóvenes sexualmente activas. Produce
prostatitis en hombres (Akatov y cols., 1981>. Ha sido aislado en heridas
infectadas y se ha asociado con casos de septicemia, (Fleurette y cois.,
1987>.
3. haemolyticus, es la tercera especie de ECN. más frecuentemente
aislada en infecciones clínicas, ha sido implicada en endocarditis,
bacteremias, peritonitis, infecciones del tracto urinario y heridas (Fleurette
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y cols.,1987>, (Leighton y Little, 1986>, <Martín y cols.,1989>.
5’. hominis es una de las especies del género Staphy/ococcus que
encontramos mayoritariamente sobre la piel y puede estar asociado con una
variedad de infecciones tales como septicemias, conjuntivitis, infecciones
del tracto urinario y heridas (Kloos y Schleifer. 1986> e infecciones debidas
a catéteres peritoneales.
5. /ugdunensis y 5. sch/eiferi son dos especies recientemente
descritas que parecen ser significantes patógenos oportunistas, ambas
especies son poco comunes en la flora normal de la piel y cuando aparecen
están normalmente presentes en poblaciones muy pequeñas. S/ugdunensis
ha sido implicado en infecciones serias tales como endocarditis,
septicemias, abscesos cerebrales, infecciones profundas de tejidos,
infecciones peritoneales e infecciones asociadas con el uso de catéteres.
5. schleiferi es menos frecuente que 3. /ugdunensis, y ha sido aislado de
empiema cerebral, infecciones de herida, etc.( Freney y cols.,1988>.
Otras especies tales como 5. warneri, 5. símulans, 5. cohnii, 5.
saccharo/yticus, 5. capitis y 5. xylosus, aparecen con baje incidencia en
una variedad de infecciones humanas. Encontramos ITUs debidas a 5.
warneri y 5. cohnii; infecciones producidas por catéteres peritoneales
debidas a 5. werner/y 3. capitis; bacteriemias por S.simu/ans, 5. sch/eíteri
y 5. haemo/yticus; osteomielitis y endocarditis por 3. warneri; infecciones
de heridas por 5. intermedius. (Rupp y Gordon, 1994).
INTRODUCCIÓN
TABLA 2: ECN Y SU FRECUENCIA DE APARICIÓN EN CLiNICA
Especies estafilocócicas Frecuencia de aparición clínica
Patógenos comúnes5. epidermidís
3. saprophyticus
5. capitis, 5. cohnll, 5’. haemo/yticus Patógenos poco frecuentes
5. hominis, 3. /ugdunensis,
3. saccharo/yticus, 3. sch/eifer¿
5. simu/ans, 3. warneri, S.xylosus.
3. ar/ettae, 5’. auricu/aris, 5. caprae Patógenos raros
3. carnosus, 3. caseo/yticus, o no determinada su
S. chromogenes, 3. de/ph/nt patogenicidad.
5. fe/ls, 3. gallinarum, 5. k/oosii,
3. lentus, 5. muscae, 5. pasteun,
5. piso/formentans, 5. sc/ud,
5. equorum, 5. vitu/us, S hyicus,
5. intermedius, 5. pu/vereri.
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1.3.- IMPLICACIÓN DE LOS ECN EN LA INFECCIÓN NOSOCOMIAL
Las infecciones hospitalarias o nosocomiales son aquellas que se
desarrollan en pacientes hospitalizados que no las padecían, ni
presumiblemente las estaban incubando en el momento de admisión.
Los pacientes hospitalizados son más susceptibles a adquirir estas
infecciones debido a la existencia de factores de riesgo como son: el
presentar una grave enfermedad de base, el haber estado expuesto a
procedimientos diagnósticos o terapéuticos invasivos y el haber sido
tratados con inmunosupresores. Así, microorganismos que no son
habitualmente patógenos, como es el caso de los ECN, son capaces de
causar infecciones en este tipo de enfermos convirtiéndose en importantes
patógenos nosocomiales.
Los problemas originados por las infecciones nosocomiales no sólo
afectan a los pacientes sino que también repercuten sobre la comunidad y
el Estado, ya que la mortalidad y morbilidad causadas por las infecciones
hospitalarias generan grandes costes. <Dixon, 1987).
1.3.1- CRITERIOS UTILIZADOS PARA DETERMINAR EL AGENTE
ETIOLOGICO DE LA INFECCIÓN NOSOCOMIAL
La guía publicada por el CDC (Horan y cols., 1992> para definir las
infecciones nosocomiales contienen criterios clínicos y de laboratorio para
las principales infecciones y localizaciones específicas. La mayoría de las
principales infecciones pueden ser establecidas mediante la aplicación de
criterios clínicos y los resultados de laboratorio aportan una evidencia
adicional en la determinación de la existencia de infección.
Los criterios clínicos que generalmente utilizan los médicos para
definir las infecciones del torrente circulatorio se basan en múltiples
factores, incluyendo la historia, el examen físico, el cuadro clínico y el
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curso de la evolución que presenta el paciente. Entre las variables clínicas
que se consideran como signo de infección podemos señalar: fiebre,
escalofríos, hipotensión, apnea, bradicardia, acidosis, etc. <Weinstein,
1983>.
En el caso de las bacteriemias producidas por ECN, los criterios
utilizados en el laboratorio para determinar la significación clínica de los
mismos están fundamentalmente basados en dos parámetros, por un lado
la intensidad de la bacteriemia que se determina analizando el número de
unidades formadoras de colonia por mililitro de sangre inoculada <UFC/ml>,
de modo que un alto número de UFC/ml se interpretaría como indicio de
infección. (Bryan, 1989), siendo éste un parámetro que adquiere especial
importancia en el caso de los niños recién nacidos a los que sólo se íes
realiza una extracción. Y por otro lado la obtención de repetidos cultivos
positivos de la misma cepa de ECN, obtenidos separadamente dentro de un
período de 24 horas, en intervalos superiores a una hora. Aunque el número
de muestras que se deben obtener de un mismo paciente dependerá del
propio enfermo, así en los pacientes que han recibido previamente
tratamiento antimicrobiano generalmente se necesita tomar mayor número
de muestras para aislar el agente etiológico, mientras que en neonatos de
bajo peso solamente se suele tomar una muestra y en este caso los
neonatólogos ponen mayor confianza en el criterio clínico. Tradicionalmente
se ha considerado “al crecimiento en más de una botella” o “al crecimiento
en más de un juego de botellas” como evidencia de cultivo positivo; aunque
tiene una mayor relevancia clínica el obtener crecimiento en más de un
juega de botellas ya que cada juego representa una muestra distinta <Bryan,
1989>. Young y cols., en 1977, proponen “la regla de tres”, según la cual
casi todos los casos de bacteriemia serán reconocidos después de la
incubación de tres cultivos sanguíneos de un mismo enfermo durante tres
días, de este modo se detectarán no sólo las bacteriemias continuas sino
también las intermitentes y transitorias, y al mismo tiempo se facilitará la
valoración de microorganismos que pueden ser consideradoscontaminantes
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como es el caso de los ECN. El volumen de sangre a cultivar generalmente
aceptado es de ‘lO ml por extracción para el caso de adultos, aunque
algunos autores recomiendan de 20 a 30 mí, y de 1 a 5 ml en recién
nacidos (Planes, 1990).
Para evitar falsos positivos es esencial que la muestra de sangre de
los cultivos sea tomada asépticamente, siendo además preferible recolectar
la sangre de más de un lugar del cuerpo, por el hecho de que un
contaminante puede ser introducido accidentalmente <Kloos y Bannerman,
1994). Además hay que ser extremadamente cuidadoso a la hora de la
manipulación de la muestra en el laboratorio.
Así cuando de un mismo enfermo se obtienen una serie de distintos
cultivos positivos y en todos ellos se aisla el mismo ECN, éste es
considerado como patógeno, mientras que si después de un primer cultivo
positivo los siguientes cultivos son negativos o positivos pero se aislan
microorganismos diferentes al ECN del cultivo inicial entonces se habla de
contaminación.
Como vemos, establecer si un ECN es el agente causal de una
infección determinada es un problema controvertido. De hecho, Koontz y
Pfaíler <1989> dan un doble significado a las siglas inglesas CNS (coagulase-
negative staphylococci> Ieyéndolas como “controversy never stops” <la
controversia nunca para>. Para dar una solución a esta controversia es
necesario que tres grupos distintos de profesionales trabajen juntos:
- El personal de enfermería obteniendo muestras de buena calidad.
- El microbiólogo identificando y caracterizando el microorganismo
aislado en la muestra y dando una valoración desde el punto de
vista del laboratorio.
- El clínico valorando conjuntamente la clínica del paciente con los
resultados del microbiólogo.
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1.3.2.- EPIDEMIOLOGÍA DE LAS INFECCIONES NOSOCOMIALES
La epidemiología es el estudio dinámico de los determinantes,
incidencia y distribución de la salud y las enfermedades en una población,
que en el caso de las infecciones nosocomiales, es la población hospitalaria
(Brachman, 1979>.
a.- Prevalencia de las infecciones nosocomiales
Definimos prevalencia de las infecciónes nosocomiales como el
número de infecciones por cada cien enfermos hospitalizados, expresado
en porcentaje.
Los datos de prevalencia de las infecciónes nosocomiales, que se
obtienen de los principales estudios multihospitalarias sólamente nos dan
una idea a título informativo, puesto que dichos estudios no son
comparables entre sí debido a las diferentes metodologías empleadas y las
diferentes características de las poblaciones encuestadas.
En 1975 en Suecia la tasa de prevalencia se situaba en un 10,5%
(Bernarder y cols., 1978>. La misma tasa presenta Dinamarca en 1978,
tasa que se incrementaba a un 12,1% en 1979, para bajar a un 7,3% en
1980 (Jepsen y Mortensen, 1980>. En Noruega se informó una tasa de un
9% en 1979 (Hovig y cols., 1981) disminuyendo a un 6,3% en 1992
(Aavistsland y cols., 1992>. En el Reino Unido se encontró un índice de
prevalencia de 9,2% en un estudio real¡zado durante 1979-1980 en 43
hospitales de Inglaterra y Gales (Meers y cols, 1981>. En Italia, en 1983,
fue de un 6,8% (Moro y cols., 1986>. En Bélgica, estudiando 8.723
pacientes de 106 hospitales en 1984, se encontró que un 10,3% de los
enfermos hablan desarrollado una o más infecciones hospitalarias (Mertens
y cols., 1987). La antigua Checoslovaquia informó de un 6,1% (Sramová
y cols., 1984>. Ese mismo año en Australia la tasa fue de un 8,1%.
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(Mclaws y cols, 1988>. Francia tenía un 7,4% en 1990. (Quenon y cols.,
1992>. En España encontramos diferentes estudios, el realizado por el
Ministerio de Sanidad en 1986 publicó una tasa del 11,2%; EPINCAT en
1988, un 12,1%; y en los informes EPINE la prevalencia ha descendido
desde un 9,9% en 1990 a 8,5% en 1992. La Organización Mundial de la
Salud realizó un estudio internacional entre 1983 y 1985 en el que
participaban 47 hospitales de 14 países <entre ellos España>, en el cual se
obtenía una tasa de prevalencia de 9,9% <Mayon-White y cols., 1988>.
Fig. 1.
El nivel de riesgo de adquisición de una infección está determinado
por varios factores:
- Tamaño y tipo del hospital: hay un aumento de los Indices de
infección al aumentar eltamaño del hospital <Hughes y cols.,
1983>.
- Gravedad de la enfermedad base del paciente.
- Frecuencia de utilización de métodos terapéuticos agresivos en el
hospital (Hughes y cols., 1983>.
- Factores como la edad, sexo, tratamiento con inmunosupresores,
etc. (Haley y cols., 1981; Centers of Disease Control, 1977>.
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En la Tabla 3, se presenta la distribución de las principales
localizaciones de las infecciones nosocomiales en las cinco grandes áreas
de asistencia según los informes EPINE y NNIS, en los que se analizan
datos de los años 1990-1992. Observándose una cierta equivalencia en los
datos de ambos informes, predominando en medicina las infecciones
urinarias, en atención intensiva las respiratorias, en pediatría las
bacteriemias, ocupando un lugar importante las infecciones quirúrgicas y
las urinarias en las áreas de cirugía y obstetricia. Esta diferente distribución
en los distintos servicios pueden explicarse por variaciones en los
procedimientos de alto riesgo. Por ejemplo, pacientes que han sufrido una
operación quirúrgica, rara vez están en el servicio de medicina interna, por
lo que el número de infecciones quirúrgicas en este servicio es pequeño. De
manera similar, las infecciones del tracto urinario son infrecuentes en
pediatría y neonatos debido a que estos servicios raramente utilizan
catéteres , los cuales son el factor de mayor riesgo para este tipo de
infección nosocomial. Estos hechos resaltan la importancia de agrupar
pacientes con riesgo similar antes de intentar comparar la distribución o el
rango de infección. (NNIS, 1991>.
INTRODUCCIÓN 22
TABLA 3: DISTRIBUCIÓN DE LAS INFECCIONES SEGÚN LOS SERVICIOS
NNIS, 1990-1992
SERVICIO ITU1
TIPO DE
RESP2
INFECCIÓN (%>
BACT4 OTRASQUIR3
CIRUGÍA 30.2 16.4 24.5 9.6 19.4
MEDICINA 42.1 17.0 2.3 14.8 23.8
NEONATOS 4.2 14.9 1.8 36.1 43.1
PEDIATRÍA 12.7 12.7 6.1 29.7 38.8
OBSTRETICIA 16.5 2.3 45.0 2.2 34.0
GINECOLOGÍA 39.7 6.5 37.2 3.9 12.7
TOTAL 33.1 15.5 14.9 13.1 23.4
EPINE, 1990-1 992
SERVICIO ITU1
TIPO DE
RESP2
INFECCIÓN C%>
BACT4 OTRAS
22.7
QUIR3
CIRUGÍA. 22.1 9.4 40.0 5.9
MEDICINA 38.4 20.2 4.0 10.7 26.7
PEDIATRíA 13.9 14.9 6.5 17.4 47.3
OBST.-4-GINE.5 45.7 1.7 26.2 4.9 21.5
ATEN.INT.6 13.8 41.3 11.8 16.9 16.2
OTROS 31.6 20.9 9.5 6.3 31.7
TOTALES 27.3 16.6 21.0 9.6 25.3
1.- Infección del tracto urinario 2.- Infección del tracto respiratorio.
3.- Infección quirúrgica. 4.- Bacteriemia. 5.- Obstetricia + Ginecología.
6.- Atención intensiva.
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c.- Distribución de los principales microorganismos patógenos
implicados en la infección nosocomial
Según los datos publicados por el informe NNIS y el EPINE
correspondientes a los años 1990-1992, los cinco microorganismos que
producen un mayor número de infecciones nosocomiales nos encontramos
con E. coY, 3. aureus, ECN, Enterococcus sp, y P. aerugínosa. Analizando
la información del NNIS observamos que E. coY y 3. aureus serian los
principales productores de infecciones nosocomiales siendo responsables
cada uno de ellos del 12% de dichas infecciones, seguidos de ECN con un
11%, Enteracoccus sp (10%> y P. aeruginosa (9%>. Mientras que en la
información del EPINE, E. cali sería el principal microorganismo responsable
del 15,9% de este tipo de infecciones, seguido por 5. aureus y ECN con un
12,4% cada uno de ellos, Enterococcus sp (7,7%> y P. Beruginosa
(10,7%>. Como vemos en ambos informes los ECN ocupan un relevante
lugar dentro de la distribución de los patógenos nosocomiales.
Al estudiar dicha distribución según los distintos tipos de infecciones
nosocomiales, en ambos estudios observamos que los ECN son los
principales agentes etiológicos de las bacteriemias; 3. aureus seria el
principal responsable de las infecciones quirúrgicas; E. colÉ seguido de
Enterococcus sp juegan un papel importante en las infecciones del tracto
urinario; así como 3. aureus y P. aeruginosa en las respiratorias. Fig 4.
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1.4.- UTILIDAD EPIDEMIOLÓGICA Y CLINICA DE LOS MÉTODOS DE
TIPIFICACIÓN
Actualmente se están utilizando técnicas en el laboratorio que
permiten establecer relaciones biológicas y genéticas entre organismos
cercanos, normalmente de una misma especie. Estas técnicas están
basadas en caracteres sencillos del microorganismo a los que denominamos
“marcador”. Realmente, estos métodos nos discriminan la “no relación”
epidemiológica entre las cepas, más que su “relación”, ya que ninguno, por
sI solo, tiene una fiabilidad del cien por cien.
El empleo de marcadores epidemiológicos nos permite realizar dos
importantes tipos de evaluación. Una evaluación epidemiológica en la que
a través de los datos obtenidos por la aplicación de dichos marcadores
podemos determinar cuando una serie de pacientes infectados con una
especie bacteriana representan un brote nosocomial. Otra evaluación de
carácter clínico, en la que determinamos si diferentes aislados procedentes
de un mismo enfermo son una única cepa o si por el contrario son cepas
diferentes; esta evaluación adquiere una especial importancia en el caso de
los ECN puesto que basándonos en ella vamos a poder establecer la
significación clínica de dichos microorganismos.
1.4.1.- CRITERIOS PARA EVALUAR UN SISTEMA DE TIPADO
En la evaluación de un marcador debemos tener en cuenta criterios
como la tipabilidad, reproducibilidad y poder discriminatorio.
Tinabilidad
:
Capacidad de obtener resultados positivos y claros de cada aislado
analizado. Se consideran no tipables aquellos aislados en los que el
marcador no permite obtener ningún resultado o el obtenido es
ininterpretable.
INTRODUCCIÓN 26
Reoroducibilidad
:
Se refiere a la capacidad de obtener el mismo resultado cuando se
estudia la misma cepa repetidamente; éste criterio puede verse afectado
por la variación obtenida en el día a día de los resultados de un método
particular o bien por la variación en la estabilidad de la característica
bacteriana que se está analizando.
Poder discriminatorio
Capacidad para diferenciarentre aislados no relacionados. Idealmente
un buen marcador epidemiológico reconocería cada aislado no relacionado
como único, pero en la práctica una técnica se considera estadísticamente
útil cuando el tipo más común se detecta en un número menor al 5% de la
población <Hunter, 1990>.
La evaluación rigurosa de cualquier método de tipado requiere
analizar un número adecuado de aislados tanto esporádicos como
relacionados epidemiológicamente y comparar los resultados con los
obtenidos previamente con otro marcador.
Un buen método de tipificación ha de ser altamente reproducible,
discriminatorio y capaz de tipificar un gran número de aisjados; también
debe ser rápido, barato y técnicamente sencillo.
1.4.2.- CLASIFICACIÓN DE LOS MÉTODOS DE TIPIFICACIÓN
Los métodos de tipificación pueden ser aplicados en los estudios de
brotes infecciosos para determinar la fuente de infección, reservorios y su
amplitud, así como en los programas de vigilancia para controlar la
aparición de dichos brotes.
En la mayoría de los laboratorios microbiológicos de los hospitales se
puede iniciar un somero estudio epidemiológico utilizando métodos de
tipificación sencillos, como pruebas bioquímicas de identificación, de
sensibilidad a antimicrobianos e incluso serológicas. Cuando aparecen
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aislados epidemiológicamente importantes que requieren una tipificación
más exhaustiva, son los laboratorios de referencia microbiológica los que
disponen de métodos más precisos tales como sensibilidad a fagos, análisis
del DNA plasmídico o cromosómico, electroforesis de proteínas y de
isoenzimas, etc.
A continuación describimos los principales métodos de tipificación.
-Técnicas fenotloicas
:
Detectan características expresadas por el microorganismo.
-Técnicas penotinicas
Basadas en el análisis del ADN cromosómico o extracromosómico.
a.- Técnicas fenotípicas
Estas técnicas están limitadas por el hecho de que todo
microorganismo tiene la capacidad de alterar de forma impredecible la
expresión de la característica que se esté analizando.
a. 1.- Identificación
El desarrollo de los distintos sistemas para identificar los ECN ha sido
paralelo al aumento de la consideración de dichos microorganismos como
patógenos.
La identificación de los estafilococos coagulasa negativos así como
una buena caracterización de los mismos, es aconsejable por varias
razones:
- para proporcionar un valor predictivo sobre si el germen aislado
tiene significación clínica o si se trata de un contaminante.
- para aumentar el conocimiento de la patogénesis de las especies
estafilocócicas.
- para poseer información útil en estudios epidemiológicos. (Koontz
y Pfaller, 1989>.
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Kloos y Schleifer <1975b> fueron los primeros que describieron un
esquema simplificado para la identificación de los ECN. Ellos seleccionaron
caracteres claves de los estafilococos y llegaron a identificar más de un
80% de las cepas. Estos autores se basaron en los siguientes datos:
- Crecimiento anaeróbico en un medio de tioglicolato.
- Susceptibilidad a la lisostafina (50 pg/ml>.
- Prueba de la coagulasa y factor de agregación <cumpling factor>.
- Actividad hemolítica.
- Reducción de nitratos.
- Actividad fosfatasa.
- Producción de ácido a partir de carbohidratos bajo condiciones aeróbicas.
Debido a que este método requiere unos largos períodos de
incubación, se han desarrollado sistemas comerciales rápidos y algunos
automatizados para la identificación de los ECN. Así, mientras en los
laboratortos de referencia se utiliza el esquema de identificación propuesto
por Kloos y Schleifer, este esquema resulta impracticable en los laboratorios
clínicos por lo que en ellos prevalece el uso de los sistemas comerciales. A
continuación haremos una breve descripción de las ventajas y desventajas
de varios de estos métodos:
a.1.1- Staoh Ident Svstem (Analvtab Products. Plainview. N.Y.
)
Kloos.y Wolfshohl (1982>, encontraron que las identificaciones
conseguidas con este sistema coincidían en un 90% con las
identificaciones por métodos convencionales.
Presenta la ventaja de no requerir instrumentación, sin embargo es
necesario hacer pruebas adicionales, como la actividad fosfatasa para
identificar los 3. epidermidls y la susceptibilidad a la novobiocina para
aislados de orina de 3. saprophyticus (Aldridge y cols., 1983>.
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a.1.2.- Staph-Tract Svstem (Analvtab Products. Plainview. N.Y.
>
Las ventajas que tiene son su fácil inoculación e interpretación.
Además no requiere instrumentación. Sin embargo, se han observado fallos
en la identificación de 3. warneri, 3. capitis y 5. haemo/yt¡cus (Giger y
cols., 1984>.
a.l .3.- M1NITEK IBBL Microbioloav Svstem. Cockevsville. MD.
Tiene la ventaja de ser un sistema flexible, puesto que se puede
elegir el disco de trabajo según la situación. No es un sistema automatizado
con lo que su coste es menor, pero tiene la desventaja de que no identifica
todas las cepas de 3. hominis y 3. warneri (Watts y cols., 1986>.
aA.4.- Microscan Pos Comb <American Microscan Mahwah. N.JJ
Después de la inoculación e incubación, los paneles pueden ser leídos
manualmente o bien mediante un lector <auto-SCAN-4). Se ha encontrado
una coincidencia del 79% al 95% en la identificación de los ECN al
comparar este sistema con métodos convencionales. La desventaja del
Microscan es que no identifica todas las cepas de 3. warneri y 3. hominis
y además el 66% de las identificaciones requieren 48 horas de incubación.
Las ventajas son la lectura automatizada del biotipo y del antibiograma
<Hussain y coís., 1986>.
a. 1.5.- Scentor Gram positive MICIID (Johnston Labs. Towson. MD.
)
Es un panel que tiene las mismas ventajas que el anterior sistema de
identificación. Con él, el 91 % de las identificaciones coinciden con Ias
realizadas por el método de l<loos y Schleifer. (Skulnick y cols., 1987).
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a. 1.6.- Automicrobic Svstem Gram nositive Identification Card (Vitek
systems. Inc.. Hazel Wood. Mo.
>
Método de identificación automatizado, de corto tiempo de
incubación. Su desventaja es que sólo identificaba seis especies, aunque
actualmente su base de datos identifica doce. (Almeida y cols., 1983).
a.2.- Biotipia
Consiste en la diferenciación de los aislados basándose en pruebas
bioquímicas. La variación de la expresión genética es la razón más común
de que los aislados de la misma cepa difieran en una o más reacciones
bioquímicas. Se aplica a gran cantidad de bacterias como Serrat/a
marcescens <Pitt, 1982>, Staphylococcus aureus (Goldmann, 1980> y
estafilococos coagulasa negativos (Christensen y cols., 1983>.
a.3.- Antibiotipia
Está basada en la determinación de los patrones de sensibilidad de
los aislados a los agentes antimicrobianos. Se practica de forma rutinaria
en los laboratorios clínicos microbiológicos, mediante procedimientos
estandarizados, a la mayoría de los aislados bacterianos ya que les
proporciona una importante información acerca de las pautas a seguir en
la terapia del enfermo (Aber y Mackel, 1981).
Que la antibiotipia para los ECN es un marcador epidemiológico
aceptable lo demuestra un estudio publicado por Christensen y sus
colaboradores en 1983 y en otros publicados por Ludlam y sus
colaboradores (1989a,b) quienes encontraron que los antibiogramas tenían
un 98% de reproductibilidad y un alto poder discriminatorio en un estudio
de peritonitis causadas por estafilococos coagulasa negativos en pacientes
que recibían diariamente diálisis peritoneal.
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a.4.- Serotipia
Es uno de los marcadores clásicos en el que la caracterización de los
aislados se realiza mediante antisueros específicos que reaccionan con
antígenos específicos del microorganismo. En algunas especies
microbianas, la serotipia se ha usado como un método de tipificación para
la diferenciación de cepas en importantes situaciones epidemiológicas.
En los ECN la serotipia no se ha desarrollado tanto como la fagotipia,
debido a las dificultades en la preparación de los antisueros específicos y
en la estandarización del método. Las reacciones de aglutinación cruzadas
entre 3. epidermidis y 3. aureus fueron descubiertas hace tiempo <Morse,
1962; Pillet y Orta, 1954>. No obstante, algunas pruebas de absorción
cruzada indicaron que 3. epidermidis tenía su propio juego de aglutinógenos
<Aasen y Oeding, 1971>. Mientras que el ribitol-ácidoteicoico con residuos
N-acetil glucosamina es característico de las paredes celulares deS. aureus,
el glicerol-ácido teicoico con residuos glucosilo está presente en la pared
celular de 3. epidermidis (Davison y Baddlley, 1963; Morse, 1963>.
Últimamente se ha desarrollado un sistema de tipificación serológica
basado en anticuerpos monoclonales <Gabelish y cols., 1990).
a.5.- Fagotipia
Con esta técnica, los aislados se caracterizan por su susceptibilidad
o resistencia a la lisis por cada miembro de un juego de fagos. Debido a la
necesidad de mantener el juego de fagos activos y lo laborioso que ello
resulta, la realización de la fagotipia queda casi prácticamente restringida
a los centros de referencia.
El éxito de la fagotipia en 3. aureus indujo a la utilización del mismo
juego internacional de fagos para 5. epidermidis. Los resultados fueron
desalentadores, pues los estafilococos coagulasa negativos raramente eran
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lisados por estos fagos <Pereira, 1962; Pulverer y Pillich, 1971>. De ahí se
dedujo la necesidad de desarrollar un sistema de fagotipia para los ECN.
El primer juego de fagos fue desarrollado en 1970 por varios autores
<van Boyen y cols., 1969; van Boyen, 1976; Verhoef y cols., 1972> en
Holanda. Posteriormente, en distintos países se obtuvieron otros juegos de
fagos como los de: Pulverer, Pillich y Krivankova en Alemania occidental y
Checoslovaquia (Pulverer y Pilíich, 1971; Pulverer y cols., 1973); ¡Jean,
Williams, Hall y Corse en Inglaterra <¡Jean y cols,, 1973> y Martín de
Nicolas y cols. en España <Martín de Nicolás, 1990>.
a.6.- Análisis electroforético de proteínas
a.6.t- Electroforesis de oroteinas totales e inmunoblottinp
Las proteínas y otros productos bacterianos pueden ser detectados
por aislamiento de la pared celular o de los productos de la superficie
celular separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (Costas y cols., 1989>. Alternativamente las
proteínas pueden ser marcadas radioactivamente y detectadas por
autorradiografía <Stephenson y cols., 1986>.
El inmunoblotting se realiza por transferencia de los productos
bacterianos a una membrana de nitrocelulosa se utiliza un antisuero
especifico o un pool de suero humano como fuente de anticuerpos
<Mulligan y cols., 1988> y así se detectan los polisacáridos y glucolipidos.
Todos los aislados se pueden tipificar por estas técnicas y tienen
buen poder discriminatorio. Sin embargo, debido a la complejidad de los
patrones obtenidos, la comparación entre las distintas cepas puede ser
difícil y el significado de pequeñas diferencias incierto (Gaston y cols.,
1988). El análisis mediante ordenador puede facilitar estos estudios (Costas
y cols, 1989>. Además se requieren estudios adicionales para determinar
si las variaciones detectadas entre los productos bacterianos o entre los
productos antigenicamente activos reflejan diferencias genotípicas estables
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en los aislados o son alteraciones fenotípicas potencialmente menos
reproducibles, sujetas a presión ambiental.
a.6.2.- Análisis electroforético de isoenzimas
Detecta diferencias en la movilidad electroforética de enzimas
metabólicas solubles. Las proteínas se separan en un gel <de poliacrilamida
o almidón) y las enzimas se detectan de forma individual con el uso de
sustratos específicos (Whittam y cols, 1983>. Variaciones en la movilidad
electroforética reflejan sustituciones de aminoácidos que alteran la carga de
la proteína. Estas sustituciones identifican variaciones en los genes
cromosómicos que codifican para la enzima. Aunque en determinados
aislados alguna actividad enzimática esté ausente, la evaluación de
múltiples enzimas metabólicas asegura que todos los aislados sean tipables.
Los estudios iniciales se realizaron para análisis de población de una
determinada especie <Selander y cols., 1986).
b.- Técnicas genotiolcas
Debido a los problemas de tipabilidad, reproductibilidad o poder
discriminatorio de muchas de las técnicas fenotípicas, se han desarrollado
numerosas métodos de tipificación basados en estudios de ADN.
b.1 .- Plasmidotipia
Fue la primera técnica basada en estudios de ADN desarrollada para
análisis epidemiológicos. Los plásmidos que se obtienen de cada aislado se
separan electroforéticamente en geles de agarosa para determinar su
número, su tamaño y establecer una serie de perfiles útiles para diferenciar
unos microorganismos de otros, ofreciendo la posibilidad de establecer
relaciones epidemiológicas entre ellos.
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Parisi y Hecht (1980>, fueron los primeros que utilizaron los perfiles
plasmidicos para distinguir diferentes cepas de 3. epidermidis. Archer y
cols. <1982>, han combinado esta técnica con la fagotipia y antibiogramas
para establecer la relación epidemiológica entre aislados de pacientes con
endocarditis. También ha sido utilizada para diferenciar los contaminantes
de la piel de los cultivos responsables de endocarditis, infecciones del fluido
cerebroespinal, infecciones del tracto urinario, osteomielitis (Archery cols.,
1984> y bacteriemia por catéteres intravenosos <Struelens y cols., 1990).
b.2.- Análisis molecular de plásmidos
La plasmidotipia es una metodología que tiene ciertas limitaciones
inherentes a la propia técnica debido a que un plásmido puede existir en
diferentes formas moleculares <superhelicoidal, circular y lineal> que migran
de forma diferente en los geles de agarosa; además plásmidos que han
migrado de igual forma no implica que se trate de un mismo plásmido, este
hecho se ha tratado de solventar utilizando endonucleasas de restricción.
Al realizar la digestión de los plásmidos mediante endonucleasas de
restricción <que catalizan la rotura de la doble hebra de ADN en sitios de
reconocimiento específicos), obtenemos unos fragmentos de ADN de
diferentes tamaños que son separados por electroforesis,resultando una
serie de patrones que pueden ser comparados para determinar su grado de
afinidad.
b.3.- Análisis del polimorfismo de los fragmentos de restricción
Cada enzima de restricción (endonucleasa> corta el ADN en una
secuencia específica de nucleótidos. El número y tamaño de los fragmentos
está relacionado con la composición de los nucleótidos en la secuencia de
reconocimiento, así como con el número de dichas secuencias presentes en
la cadena de ADN.
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El ADN cromosómico cuando es digerido con endonucleasas de alta
frecuencia de corte ocasiona un elevado número de fragmentos de
restricción relativamente pequeños. Los perfiles se obtienen por separación
en geles de agarosa. Todos los aislados bacterianos son tipables mediante
esta técnica.
Una limitación de este método es el alto número de bandas que se
obtienen lo que hace muy dificultoso la interpretación de los resultados.
Además Bialkowska-Hobrazanska y cols. (1990>, demostraron en
estafilococos coagulasa negativos que diferencias en el contenido de
plásmidos de aislados relacionados epidemiológicamente puede causar
variaciones en los patrones obtenidos.
b.4.- Southern blot de la huella genética del ADN cromosómico
En orden a reducir la complejidad de los patrones obtenidos por la
digestión del ADN cromosómico con endonucleasas de restricción, los
fragmentos obtenidos en electroforesis de geles de agarosa se transfieren
a una membrana de nitrocelulosa o de nylon. Usando un fragmento de ADN
como sonda, pueden detectarse fragmentos de restricción que contengan
secuencias homólogas a la sonda (Southern, 1975). Las variaciones en el
número y tamaño de estos fragmentos reflejan variaciones en el número de
locus homólogos a la sonda.
Todas las cepas que posean el locus homólogo son tipables y los
resultados muy reproducibles. El procedimiento requiere alguna experiencia
técnica. El poder discriminatorio está directamente relacionado con el
número y la variabilidad de los fragmentos detectados. Las sondas más
efectivas son aquellas que detectan múltiples bandas simultáneamente.
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b.5.- Ribotipia
Esta basada en la técnica anterior y del mismo modo se usa una
sonda para reducir el elevado número de bandas generadas por REA
<análisis con enzimas de restricción) y simplificar la interpretación de los
perfiles genómicos. Pero en este caso la sonda es de ARNr, por lo tanto, la
utilización de sondas basadas en un ARNr con fines de tipado recibe el
nombre de ribotipia.
En 1986, Patrick y Francine Grimont describen por primera vez esta
técnica e informan del uso de una sonda universal de ARNr de E. coil.
En el cromosoma bacteriano los genes que codifican para la
producción de 165, 23S y 55 ARN están organizados en unidades de
transcripción policistrónicas u operones. El hecho de que en ribotipia se
trabaje con los operones ADNr se debe a que están presentes en múltiples
copias y tienen un alto grado de conservación (Woese, 1987>. En las
bacterias muchas de tales secuencias, que codifican para el ARNr,
encontradas en las bacterias parecen haber presentado cambios pequeños
durante el proceso de evolución, con lo que sondas específicas para estas
secuencias pueden tipar un amplio rango de bacterias entre las que se
encuentran los ECN <lzard y cols, 1992).
El ARNr <16S+23S) de E.colles usado como molde para obtener la
sonda por medio de la transcriptasa inversa, dicha sonda es un ADNc que
se marca radioactivamente o enzimaticamente. Se hibrida el ADN
bacteriano problema <que previamente ha sido digerido con endonucleasas
de restricción y transferido por el método Southern a una membrana de
nylon o nitrocelulosa) con la sonda, y las variaciones obtenidas en el
número y tamaño de los fragmentos de la digestion del ADN bacteriano
<complementarios con el ARNr> es lo que permite tipificar las bacterias.
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b.6.- Electroforesis en campo pulsado
Variante de la electroforesis convencional en campo unidireccional.
Fue descrita por primera vez por Schwartz y Cantor en 1984, los cuales
demostraron que grandes moléculas de ADN <mayores de 50 kb) pueden
ser separadas en un gel de agarosa cuando están sometidas a la influencia
de campos eléctricos alternos que provocan continuos cambios en la
dirección de migración de los fragmentos de ADN. En estos cambios de
reorientación juega un papel importante el peso molecular del fragmento de
ADN; ya que los fragmentos de mayor peso molecular necesitan más
tiempo para reorientarse, antes que puedan migrar a traves del gel, que los
de menor peso molecular.
Este proceso se conoce como electroforesis en campo pulsado.
<PFGE>. Existen muchas variantes de PFGE; aunque la más usada es el
campo eléctrico homogeneo de contorno cerrado (CHEF> descrito por Chu
y cols. en 1986, en el que 24 electrodos están ordenados en un contorno
hexagonal que ofrece ángulos de reorientación de 600 y 1200.
En el PFGE, una suspensión de células bacterianas se incluye en
bloques de agarosa. Siendo muy importante estandarizar cuidadosamente
la cantidad de células bacterianas, ya que la concentración de ADN va a
influir en las distancias absolutas de migración y en la resolución.
Posteriormente el material celular es digerido con proteinasa K y el ADN que
queda en los bloques es expuesto a la acción de las endonucleasas de
restricción, los fragmentos de ADN que se generan son separados al ser
sometidos a la influencia de campos eléctricos alternos y posteriormente
teñidos con bromuro de etidio.
Para obtener una buena resolución en los geles obtenidos por PFGE
hay que ajustar, para cada especie bacteriana y cada endonucleasa de
restricción, una serie de parámetros: pulsos eléctricos, voltaje, temperatura
y concentración de agarosa.
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El PFGE ha sido aplicado a estudios epidemiológicos de un amplio
rango de especies entre las que se encuentran los ECN (Lina y cols., 1992>.
Ello se debe a que es capaz de detectar variaciones sutiles entre
aislamientos relacionados filogenéticamente y epidemiológicamente.
b.7.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR>
Como hemos visto, los distintos procesos de hibridación de ácidos
nucleicos actualmente están desarrollados hasta el punto de que pueden ser
usados para la identificación y tipado de un amplio rango de
microorganismos, pero estos procesos requieren que el organismo sea
cultivado previamente. El hecho de que para algunos microorganismos no
se hallan desarrollado métodos de cultivo <particularmente virus> y que
otros requieran un largo periodo de cultivo para proporcionar suficientes
ácidos nucleicos para su detección y caracterización, ha llevado a que se
desarrollara la técnica de reacción en cadena de la polimerasa <PCR> con la
que se consigue replicar (amplificar) una secuencia específica de ácido
nucleico.
La PCR fue introducida por Saiki y cols. en 1985 y es un método
enzimático para amplificar exponencialmente un fragmento específico de
ADN. Con este método una simple secuencia de ADN puede ser copiada
1 o~ veces en unas tres horas. La reacción necesita de una ADN polimerasa
termoestable, dos iniciadores o “primers” (que son oligonucleótidos
sintéticos de 20 a 30 bases de longitud y cuyas secuencias son
complementarias a cada uno de los extremos de las dos hebras del
fragmento de ADN molde del que solo se requiere cantidades del orden de
nanogramos> y los cuatro deoxirribonucleosidos trifosfatos que serán
incorporados en el ADN.
Cada amplificación de PCR se subdivide en tres pasos:
- a> Desnaturalización: separación de las hebras de la doble cadena
de ADN molde.
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- b) Apareamiento: el ADN molde desnaturalizado hibrida <se aparea>
con las secuencias complementarias de los iniciadores.
- c> Extensión: la ADN polimerasa termoestable cataliza la reacción
de extensión de los iniciadores por la adición de nucleótidos para producir
dos copias de la secuencia original.
Estos tres procesos (desnaturalización, hibridación y extensión> se
dan en cada ciclo y la repetición de 20 ó 30 ciclos produce rápidamente un
gran número de copias del ADN molde.
Para analizar los productos de la amplificación se han utilizado varios
métodos. El método más simple es realizar una electroforesis para
identificar el tamaño de los productos de la reacción, los productos
obtenidos también se pueden digerir con una endonucleasa y analizar los
fragmentos resultantes por electroforesis, pero se consigue una mayor
especificidad y sensibilidad al analizar los productos mediante hibridación
con una sonda específica. Aunque el método más informativo es determinar
la secuencia de nucleótidos de la molécula de ácido nucleico amplificada.
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Los ECN son uno de los principales microorganismos causantes de
infección nosocomial. Estas especies son aisladas frecuentemente en los
laboratorios.de microbiología clínica, pero el hecho de que estos organismos
estén presentes en la microflora de la piel y mucosas ha dado lugar a que
el establecimiento de si un ECN es agente causal de infección sea un
problema controvertido.
En esta tesis se abordará la problemática de valorar la significación
clínica de los ECN aislados de hemocultivos, por lo que los estudios que
hemos realizado con las cepas de ECN recibidas en nuestro laboratorio
durante 1991, procedentes del Hospital Valí d’Hebron, van encaminados
a conseguir los siguientes objetivos:
1.- Valorar los marcadores fenotípicos y genotípicos en la
caracterización de los ECN, para conseguir este objetivo tendremos
que:
1.1.- Analizar los aislados recibidos mediante la aplicación
de marcadores epidemiológicos convencionales
(identificación, fagotipia con dos juegos de fagos (el de
“¡Jean y William?’ y el de Martín de Nicolás> y otras
técnicas alternativas de fagotipia>.
1 .2.- Estudiar los patrones de sensibilidad a antimicrobianos
de los aislados.
1 .3.- Analizar los aislados mediante la aplicación de
marcadores epidemiológicos moleculares (plasmidotipia
y electroforesis en campo pulsado>.
2.- Valorarla utilidad de los marcadores epidemiológicos convencionales
y moleculares para la confirmación de la significación clínica de los
ECN.
3.- Establecer un esquema jerarquizado de utilización de los marcadores
epidemiológicos en la caracterización de los ECN.
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3.1.- AISLADOS
3.1.1.- PROCEDENCIA DE LOS AISLADOS
Durante 1991, el Departamento de Microbiología del Hospital Valí
d’Hebron de Barcelona usando el sistema de botellas Bactec (NR 660 HS>
obtuvo una serie de hemocultivos en los que se aislaban ECN. Estos
aislados fueron enviados a nuestro laboratorio (Laboratorio de Infecciones
Intrahospitalarias del Centro Nacional de Microbiología. Virología e
Inmunología Sanitarias <CNMVIS» para su caracterización.
Una vez recibidos todos los aislados correspondientes a 1991
procedentes del citado hospital, escogimos aquellos que una vez
caracterizados nos permitirían realizar una valoración acerca de la
significación clínica de los ECN. Para lo cual seleccionamos todos aquellos
casos que presentaban más de un aislamiento de ECN, de esta manera
elegimos 158 aislados de ECN que correspondían a 63 episodios de
bacteriemia de 52 pacientes.
3.1.2.- ASPECTOS CLíNICOS
a- Pacientes
Los aislados seleccionados corresponden a 52 pacientes, siendo 13
de ellos niños y 39 adultos. Entre los cuales encontramos: pacientes
inmunocomprometidos que presentan enfermedad de base severa,
pacientes que han sido sometidos a procesos quirúrgicos, pacientes con
prótesis,catéteres, etc. y neonatos.
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b.- Casos y episodios
Hemos considerado 52 casos correspondientes a 52 pacientes en los
que se sospechó bacteriemia y de los que se aisíó la misma especie de ECN
de distintos hemocultivos.
El hecho de que en algunos casos existieran, a lo largo del tiempo,
numerosos hemocultivos en los que se habían aislado ECN, hizo que para
obtener una mayor comprensión de lo que estaba ocurriendo durante el
proceso infeccioso dividieramos los casos en periodos de tiempo que
llamamos episodios. Considerando que los hemocultivos pertenecían a
episodios distintos cuando transcurría al menos seis días sin hemocultivos
positivos.
Siguiendo los criterios anteriormente expuestos, entre los 52
pacientes seleccionados tenemos casos con uno, dos, tres y cuatro
episodios. De manera que los 158 aislados de ECN seleccionados
pertenecían a 63 episodios de 52 pacientes en los que se sospechó
bacteriemía.
c.- Valoración clínica de los distintos casos
Una vez elegido el conjunto de casos con los que íbamos a trabajar,
solicitamos a los médicos del hospital que en base a los criterios clínicos de
que disponían realizaran una valoración en la cual determinaran, desde el
punto de vista clínico, silos estafilococos coagulasa negativos aislados de
cada caso eran agentes etiológicos de las enfermedades o si por el
contrario eran simplemente contaminantes. En la Tabla 4. describimos tanto
los casos como su valoración clínica.
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Las abreviaturas utilizadas en la tabla 4 son las siguientes
:
La clasificación que a continuación se cita para las distintas áreas y
servicios hospitalarios, se realizó basandonos en los criterios del informe
EPINE (1992>:
- C: área de cirugía. Servicios del área de cirugía:
Cl: cirugía general.
C6: cirugía cardiaca.
C9: neurocirugía.
C14: oftalmología.
- M: área de medicina. Servicios del área de medicina:
Mi: medicina interna.
M2: enfermedades infecciosas.
M4: digestivo; neurología.
- P: área de pediatría. Servicios del área de pediatría:
P2: neonatos.
P3: lactantes.
P4: escolares.
PS: hematología infantil.
P7: oncología infantil.
- A: área de atención intensiva. Servicios del área de atención
intensiva:
A3: Ud mixta.
- OT: área de otros servicios. Servicios del área otros servicios:
0T3: otros servicios.
A cada paciente se le asignó un número de caso y para diferenciarlos
episodios de un mismo caso se les nombró con el número de caso al que
pertenecían seguido de apóstrofe. D: Diciembre; E: Enero; F: Febrero; M:
Marzo; A: Abril; Y: Mayo; J: Junio; L: Julio; G: Agosto; O: Octubre; M:
mujer; V: varón; NC: no consta edad. HE: hemocultivo.
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3.1.3.- CRECIMIENTO Y CONSERVACIÓN
Los aislados eran enviados por el laboratorio de microbiología del
‘1hospital identificados como “estafilococo coagulasa negativo
En el momento de su recepción en nuestro laboratorio, cada aislado
se sembró en una placa de agar sangre y se incubó a 370C durante 18
horas.
Aquellos aislados que llegaban contaminados, eran reaislados a partir
de la colonia sospechosa en placas de agar sangre incubándose bajo las
condiciones anteriormente descritas con el fin de obtener un cultivo puro.
Para asegurarnos que el nuevo cultivo era un ECN se sembraba en placas
de manitol salado incubándose bajo las condiciones ya descritas.
Tras corroborar que se trataba de un ECN y que trabajábamos con un
cultivo puro el microorganismo se conservaba en leche descremada a -700C
hasta su estudio.
3.2.- IDENTIFICACIÓN
Lós aislados que estaban conservados en leche descremada se
sembraban en agar sangre obteniéndose un cultivo a partir del cual se
realizaba la identificación del microorganismosiguiendo el esquema de Kloos
y Schleifer (1975a,b>, realizándose las siguientes pruebas:
3.2.1- ESTUDIO MORFOLÓGICO Y PRODUCCIÓN DE PIGMENTO
En el estudio morfológico de las colonias se consideró la forma, el
tamaño, el perfil, el borde, la transmisión de la luz y la pigmentación de las
mismas. La determinación de estos caracteres se hizo en agar-P después de
incubar los diferentes aislados durante 4-5 días a 37W.
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3.2.2.- ACTIVIDAD COAGLJLASA
Se realizó según el método de Barry y cols. (1973>. Según el cual, se
sangraba un conejo de nuestro animalario, recogiendo la sangre en citrato
trisódico con una concentración final del 1%. Se separé el plasma por
centrifugación a 3.000 r.p.m. durante 15 minutos, y se guardó el
sobrenadante a 40C hasta su utilización.
Por cada aislado se distribuyó en un vial 300 pl de PBS, 100 pI de
plasma y dos gotas de un cultivo de estafilococos crecido en EHI (infusión
de cerebro, corazón> durante 18 horas a 37W. A continuación, se
incubaban dichos viales en un baño a 3700 durante 4horas, y se observaba
la presencia o ausencia de coágulo. Cualquier grado de coagulación era
considerado como positivo.
Se incluyeron dos cepas como control: la cepa Oxford, como control
positivo y la cepa de nuestra colección 8887, como control negativo.
3.2.3.- NUCLEASA TERMOESTABLE
Esta prueba fue realizada siguiendo la técnica de Barry y cols. (1973>.
El mismo cultivo liquido de BHI, utilizado para hacer la prueba de la
coagulasa, se calentó a 100W durante 15 minutos y fue distribuido
mediante una pipeta Pasteur en los pocillos de aproximadamente 3mm de
diámetro de una placa de agar que contenía ADN y azul de toluidina.
Tras la incubación a 3700 durante 4 horas, los estafilococos
productores de nucleasa termoestable lisaban el ADN contenido en el agar
produciendo un halo rosado alrededor del pocillo que contenía el extracto
de estafilococo correspondiente. Aunque el método no es cuantitativo, el
logaritmo de la concentración de ADNsa/ml está relacionado linealmente con
el diámetro de la reacción. En esta técnica se incluyeron los mismos
controles que para la prueba de la coagulasa.
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3.2.4- ACTIVIDAD HEMOLÍTICA
Las diferencias en la actividad hemolítica de las especies fueron
puestas de manifiesto sembrando los aislados en placas de agar sangre
preparadas con agar Mueller-Hinton y 5% de hematíes de carnero. Las
placas se incubaron a 370C y se realizó la lectura a las 48 horas de
incubación. Los resultados fueron interpretados de acuerdo con el siguiente
esquema:
(+): fuerte hemólisis (=1,5mm de halo>.
(±>:hemólisis débil o moderada <<1,5 mm de halo).
- >: hemólisis no detectable.
3.2.5.- ACTIVIDAD DESOXIRRIBONUCLEASA (DNAsa>
Para detectar la actividad DNAsa, los aislados se siembran rayando
un medio que contiene ácido desoxirribonucleico y azul de toluidina, se
incuban a 370C durante 24 H.
Los microorganismos que tienen actividad DNAsa despolimerizan el
DNA, y ésta degradación del DNA se detecta porque se produce un viraje
de color (de azul a rosa) alrededor de la siembra del microorganismo.
3.2.6.- ACTIVIDAD UREASA
Con ésta prueba determinamos la capacidad de un microorganismo
de desdoblar la urea, por la acción de una enzima amidohidrolasa llamada
ureasa formando dos moléculas de amoníaco y dando carbonato amónico
como producto final (Christensen, 1946>.
Los aislados fueron sembrados en tubos que contenían 2 ml de agar
urea de Christensen y se incubaron a 370C durante 24 h. Si había actividad
ureasa, la urea era metabolizada produciéndose una alcalinización del medio
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que era detectada gracias al indicador rojo fenol. De modo que en una
reacción positiva aparecía un color rosa intenso y en una reacción negativa
no se produce cambio de color.
3.2.7.- ACTIVIDAD DECARBOXILASA
La decarboxilación es un proceso por el cual las bacterias que poseen
enzimas decarboxilasas específicas son capaces de atacar a los aminoácidos
(arginina y ornitina> en su grupo carboxilo (-COOH> dando una amina o una
diamina y anhídrido carbónico (Smith y cols, 1968).
Las decarboxilasas son inducidas por el microorganismo cuando este
es cultivado en un medio ácido en presencia del sustrato específico, los
productos de la decarboxilación, provocan una desviación del pH hacia la
alcalinidad <MolIer, 1955>.
Cada aislado es sembrado en tres tubos de caldo decarboxilasa,
según la fórmula descrita por Falkow (1958), un tubo control sin
aminoácidos, otro con arginina y el último con ornitina. Se cubren con
aceite mineral y se incuban a 3700 durante 5 días. Durante la incubación las
bacterias fermentan la dextrosa acidificando el medio (el medio vira de
púrpura a amarillo>; en este momento en el que el medio es ácido, si la
bacteria produce la enzima decarboxilasa específica, se decarboxilan los
aminoácidos y los productos de dicha decarboxilación alcalinizan el medio
<produciendose un reviraje al color púrpura inicial>.
3.2.8.- ACTIVIDAD FOSFATASA
Los microorganismos fueron sembrados en un tubo que contenía agar
nutritivo inclinado, al que se le añadió sal sódica difosfato de fenoftaleina
(PDP al 1,5%), y se incubaron a 37W durante cinco días.
Se utilizó 0,5 ml de hidróxido sádico (NaOH> iON como reactivo para
revelar la actividad fosfatasa.
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Se consideró una prueba positiva cuando las colonias se volvían de
rojo-rosado brillante, mientras que, si las colonias se mantenían claras o
blancas, se consideró la prueba negativa.
3.2.9.- PRODUCCIÓN DE ACETILMETILCARBINOL (ACETOINA>
A partir de un inóculo poco denso, los aislados fueron sembrados en
2,5 ml de caldo de Clark y Lubs (1915>, caldo RM/VP que contiene
peptona y glucosa, y se incubaron a 30 oc durante cinco días. En presencia
de oxígeno atmosférico, los productos finales (acetoina y 2,3-butanodiol>
son oxidados a diacetilo. Después de la incubación a los cultivos se le
agregaron los reactivos VP de Barritt (1936> directamente y en el siguiente
orden:
- 0,6 ml de una solución a-naftol al 5%. Se trata de una solución
alcohólica que actúa como intensificador del color.
-0,2 ml de una solución de hidróxido potásico al 40% que contribuye
a la absorción del CO2.
Se agité el tubo suavemente para exponer el medio al oxígeno
atmosférico con el fin de oxidar la acetoina en diacetilo, que es el reactante
para el color producido en la reacción de Voges-Proskauer. Se dejó
descansar el tubo por lo menos 10 ó 15 minutos antes de la interpretación
de los resultados.
La reacción es positiva cuando aparece un color rosado en la
superficie del medio (presencia de acetoina> y es negativa cuando aparece
un color amarillo.
3.2.10.- REDUCCIÓN DE NITRATOS
Los aislados se sembraron en un tubo que contenía 5 ml de caldo
nitratado <medio de nitrato potásico>. Este medio favorece el crecimiento y
ofrece las condiciones anaeróbicas necesarias para que sea activada la
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enzima nitratasa sensible al oxígeno. Se incubaron a 30~C durante cinco
días, junto a un tubo sin inocular que hacía de testigo, al cabo de los cuales
se añadieron los reactivos:
- 1 ml de reactivo A (dimetil-a-naftilamida al 0,6%>.
- 1 ml de reactivo B (ácido sulfanílico al 0,8%>.
La reducción del nitrato <NO2) está indicada por la aparición de color
cuando el nitrato reacciona con los dos reactivos y se forma un compuesto
diazoico (p-sulfobenceno-azo-anaftilamida>. El enlace del grupo azo (-N = N-)
da como resultado un compuesto de color rosado a rojo intenso. Cuando no
se desarrolla color, se interpretan los resultados como negativos. Se
atribuye un ±a los aislados que reducen débilmente los nitratos, en cuyo
caso adquieren un color rosado El tubo testigo debe presentar muy poca o
ninguna coloración.
Algunos microorganismos son capaces de reducir el nitrato a nitrito,
aunque destruyen el nitrito con la misma rapidez con la que se formé dando
un resultado falsamente negativo. Por ello, se realizó la prueba de la
reducción del zinc con el objeto de confirmar los resultados. Para lo cual se
agrega una pequeña cantidad de polvos de zinc sobre los tubos que no
desarrollaron color. Una prueba positiva de esta reducción se traduce por
una ausencia de color, e indica que el nitrato fue reducido a nitrito y este
último fue reducido a gas. Una prueba negativa dará un color rosado intenso
indicando que el nitrito no ha sido reducido por el microorganismo y está
presente en el medio.
3.2.11.- FERMENTACIÓN DE HIDRATOS DE CARBONO
La capacidad de un organismo de fermentar los hidratos de carbono
incorporados a un medio básico bajo condiciones aeróbicas fue detectada
usando el método de agar en placa. Cada carbohidrato filtrado fue añadido
a un medio llamado púrpura agar-base previamente esterilizado en
autoclave, que tiene como indicador de pH púrpura de bromocresol. La
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concentración final del carbohidrato en agar fue del 1%.
A partir de un cultivo fresco en BHI, las cepas fueron inoculadas en
las placas mediante un inoculador múltiple. Se incubaron a 300C durante
cinco días, al cabo de los cuales se realizó una lectura.
Las reacciones fueron interpretadas de la siguiente manera:
- <+>: producción de ácido. Aparece un color amarillo en el medio
alrededor del inóculo.
- <±>:débil producción de ácido. Color amarillo pálido en el lugar
donde está el inóculo.
- ( - ): no ha habido producción de ácido y no existe viraje de color.
Los azúcares estudiados fueron los siguientes: galactosa, glucosa,
lactosa, maltosa, manitol, manosa, sacarosa, trealosa, xilitol, xilosa y
trealosa combinada con manitol.
3.2.12.- SUSCEPTIBILIDAD A LA NOVOBIOCINA
La susceptibilidad de los estafilococos coagulasa negativos a la
novobiocina se comprobó inoculando las cepas crecidas en BHI mediante un
inoculador múltiple en una placa que contiene medio A y novobiocina a una
concentración de 1,6 pg/ml.
Las placas fueron incubadas durante 48 horas a 3700 y se procedió
a su lectura. Los microorganismos se consideraban sensible cuando no se
observaba ninguna colonia.
3.2.13.- PRODUCCIÓN DE ÁCIDO A PARTIR DEL GLICEROL
AERÓBICAMENTE EN PRESENCIA DE ERITROMICINA
Esta prueba está basada en la propiedad que tienen los estafilococos
<pero no los micrococos> de crecer y producir ácido a partir del glicerol en
presencia de 0,4 pg/ml de eritromicina. Para su ejecución se siguió la
técnica propuesta por Schleifer y Kloos <1975b>.
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Como medio basal utilizamos el agar púrpura de bromocresol al que
se le añadió un 1% de glicerol y eritromicina. Cada placa se sembró con un
inoculador múltiple y la lectura se realizó tras 24, 48 y 72 horas de
incubación a 37W, considerando positivas las cepas que crecían y
evidenciaban un cambio en la coloración del medio por viraje del indicador
púrpura original a amarillo alrededor del inóculo.
3.3.- FAGOTIPIA
3.3.1.- PROPAGACIÓN DEL JUEGO DE FAGOS DE “DEAN Y WILLIAMS”
Y DEL JUEGO OBTENIDO EN EL C.N.M.V.I.S.
En este estudio se utilizaron dos juegos de fagos; el juego de “Dean
y Williams” (1973> compuesto por veinte fagos y otro juego de doce fagos
obtenido en el Centro Nacional de Microbiología del Instituto de Salud
Carlos III <Martín de Nicolás y cols., 1990>. Cada fago tiene su cepa
propagadora en la cual se multiplica, fagos y cepas se conservan a -70W.
a> Determinación del RTD
Antes de realizar la propagación de un fago, hay que determinar su
RTD (routine test dilution> titulándolo sobre su cepa propagadora. Para ello,
se inundaba una placa de agar común 1,1 con un cultivo de caldo de la
cepa propagadora, retirando el exceso de líquido con una pipeta Pasteur. A
continuación se colocan sobre la superficie de la placa de agar, ya inoculada
y seca, gotas de diluciones crecientes del fago que queremos titular, desde
10.1 hasta iO’7. Tras incubar durante 18 horas a 300C se observa la
presencia de placas de lisis, considerando como RTD la máxima dilución que
produce lisis confluente.
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b> Propagación en medio sólido
Se realizó por el método de agar semisólido descrito por Swanstrom
y Adams <1951>. Se calentó el agar semisólido distribuido en tubo a 6m1.
para fundirlo, dejándolo enfriar a 450C. Se añadió entonces:
- 0,6 ml. de un cultivo en caldo común de la cepa propagadora
crecido a 37W durante 4 horas en agitación.
- 0,6 ml. de fago diluido a su RTD.
- 0,25 ml. de cloruro cálcico al 1%.
Sobre una placa de agar común 1,1 de 15 cm. de diámetro se añadió
el agar semisólido que contenía la mezcla de fago y de la cepa propagadora
en proporciones equilibradas, para que se produjera una lisis semiconfluente.
Se incubó durante 18 horas a 30W y se recogió el fago contenido en la
sobrecapa añadiendo 15 ml. de caldo común a la placa. La sobrecapa se
desprendió y se resuspendió en caldo por medio de una pipeta Pasteur
doblada en ángulo recto. Esta suspensión se centrifugó a 5.000 r.p.m. una
hora y el sobrenadante fue recogido y filtrado mediante unas membranas de
0,22 pm.
Por último, se realiza una nueva titulación sobre la cepa propagadora
y se desecharon aquellos fagos cuyo título no era elevado. Se conservaron
a 4W hasta su uso. También se liofilizaron y fueron guardados a -70W.
c> Espectro lítico
Cada fago propagado fue enfrentado a 20 cepas patrón para
comprobar su espectro lítico. Así se consigue detectar cualquier mutación
o modificación que haya podido tener lugar durante su propagación.
El espectro lítico de los fagos se determiné según la descripción de
Blair y Will¡ams <1961>. Cada fago se tituló sobre las siguientes cepas: 15,
27, 28, 28A, 37, 48, 71, 82, 155, 157A, 165, 275. 275A, 456, 459,
471A, A6C, A9C, 81 y RG, y se compararon los títulos obtenidos sobre
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ellas con el obtenido sobre la cepa propagadora. Se evaluaron estos títulos
en una escala de 1 a 5 en la que el número 5 se adjudicaba a aquellas cepas
en las que el título obtenido era igual al de la cepa propagadora, el 4 a las
cepas que presentaban un título 10.1 o 10.2 veces menor, el 3 a títulos ío’~
o i0’~ veces menor y así sucesivamente.
Los valores del espectro lítico de cada fago fueron comparados con
los ya conocidos (elaborados previamente por nosotros) y se desecharon
aquellos cuyo espectro no coincidía. Las Tablas 5 y 6 muestran los
espectros líticos de los fagos de los dos juegos utilizados.
Una vez obtenidos los fagos en las condiciones mencionadas se
conservaban a 40C, y a partir de ellos se prepararon las diluciones al
1000xRTD para hacer la fagotipia. Diluciones que se repusieron
periódicamente en previsión de una posible pérdida de título.
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3.3.2. TÉCNICA DE FAGOTIPlA
a> Realización
Cada aislado se inoculé en un tubo de caldo común a partir de un cultivo
puro y se incubé a 48W durante 4 horas en agitación. Una vez crecidos los
cultivos líquidos, se sembraron por inundación en placas de agar común 1,1
secadas previamente a 370C durante al menos 2 horas. Se retiró el exceso
de liquido con una pipeta Pasteur y se dejaron secar las placas, destapadas
y boca arriba, entre 15 y 20 minutos a temperatura ambiente.
A continuación se aplicaron los fagos, mediante el dispensador de fagos
diseñado por Lindwell (1959) que deposita simultáneamente todas las gotas
de fagos <0,02 mí> cargadas en asas metálicas espirales. Cada asa se cargó
con el fago contenido en los pocillos de un bloque de metacrilato estéril en
los que previamente se hablan colocado las suspensiones de los fagos.
Cuando las gotas estuvieron secas, se taparon las placas, se incubaron a
37W durante 18 horas y se procedió a su lectura.
b> Lectura de resultados
Debido a la diferente sensibilidad de las cepas para ser lisadas por los
distintos fagos, la lectura se realizó de acuerdo con el siguiente criterio:
CL : lisis confluente.
+ + : más de 50 placas de lisis.
+ : entre 20 y 50 placas de lisis.
+ - menos de 20 placas de lisis.
MATERIAL Y MÉTODOS 68
cl Interpretación de los resultados
Como describieron Williams y Rippon <1952>, se pueden encontrar
pequeñas diferencias en el fagotipo de cultivos individuales derivados de la
misma cepa. Estos autores sugirieron la aplicación de la “norma de las dos
diferencias”, según la cual, cuando dos cultivos presentan dos o mas
diferencias significativas, la posibilidad de que tengan un origen común es
menor del 5%. Así pues, la fagotipia, igual que otros métodos de
tipificación, reconocerá aislados diferentes, pero, en el caso de ofrecer
patrones iguales, indicará una probable (aunque no segura> identidad.
d> Controles
Para garantizar la reproductibilidad de la técnica de fagotipia, es necesario
realizar controles de forma continuada. Así, en la rutina de la fagotipia se
incluían siempre tres cepas control <3002, 11684, 11334), cuyo fagotipo
es conocido <Tabla 7>,corrigiendo aquellas diluciones cuyo efecto no era el
esperado.
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TABLA 7: PATRONES DE FAGOTIPIA DE LAS CEPAS CONTROL
CEPAS
FAGOS 3002 11334 11684
15
27
28
28A
37
48
71
82
155
157A
165
275
275A
456
459
471 A
A6C
el
RG
A9C
89904
89954
90319
90338
90340
90341
90352
90502
90509
43763
43764
43785
cL
CL
+
++
CL
4+
CL
CL
CL
4-
CL
+
CL
+
+4
4+
4+
4+
4+
++
++
+4
+4
4+
+
++
4-
CL
+
++
cL
++
CL
4-
4-
CL
CL
cL
CL
ci
CL
++
CL
cL
+
CL
CL
cL
cL
CL
CL
++
cL
CL
CL
+
+
++
+
+
CL
CL
CL
CL
4-
CL
+
4-
+4
+
CL
4+
4+
CL
+4
CL
CL
CL
Fagotipia realizada al 1.000 RID.
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3.4.- TÉCNICA DE FAGOTIPIA INVERSA
La técnica fue realizada según el método de De Saxe y Notley
<1978> por inducción de los profagos o fagos lisogénicos de los
estafilococos con mitomicina C.
Cada cepa problema se hacía crecer en caldo común durante 18
horas. Este cultivo era diluido 1/3 con caldo común e incubado en baño a
370C durante 30 minutos. Transcurrido dicho tiempo, se añadió mitomicina
C para obtener una concentración final de 0,5 pg/ml. Tras incubar
nuevamente en baño a 37W durante media hora se centrifugó a 5.000
r.p.m. durante 15 minutos y se descartó el sobrenadante. Se resuspendió
el sedimento en 2 ml de caldo común y se incubé 90 minutos en baño a
370C. Para permitir la liberación de los fagos de los restos bacterianos, se
centrifugó nuevamente a 5.000 r.p.m. 15 minutos y se recogió el
sobrenadante, en donde se supone que se encontraban los fagos inducidos.
A partir de aquí, se procedió igual que en la fagotipia, utilizando
estos fagos inducidos (como supuestos fagos> y estudiando los patrones de
lisis que producían sobre las cepas propagadoras de los dos juegos
utilizados. La lectura se realizó siguiendo los mismos criterios que en la
fagot i p ia.•
3.5.- TECNICA DE FISK
Se inducen los fagos lisogénicos mediante mitomicina C de igual
manera que en al apartado anterior.
Los fagos inducidos de cada aislado se enfrentan con cada uno de
los aislados a partir de los cuales se había realizado la inducción <Fisk,
1942>.
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3.6.- PRUEBA DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIAI4JOS
3.6.1.- AGENTES ANTIMICROBIANOS PROBADOS
La selección de los agentes antimicrobianos con los que íbamos a
trabajar se hizo combinando tres criterios:
- Tratamos que estuvieran representados el máximo número de
grupos antimicrobianos.
- Elegimos aquellos que estaban más indicados en el tratamiento de
infecciones causadas por el género Stap/y/ococcus.
- Escogimos aquellos sobre los que había publicados numerosos
estudios acerca de la sensibilidad en los ECN.
Los antibióticos utilizados y los rangos de concentración en
microgramos por mililitro se pueden observar en la Tabla 8
TABLA 8: ANTIBIÓTICOS Y RANGOS DE CONCENTRACIONES (ng/mí>
Ácido fuesídico
Ampicilina/Clavulánico
Cefotaxima
Ciprofloxacina
Clindamicina
Cloranfenicol
Cloxacilina
Eritromicina
Fosfomicina
Gentamicina
Penicilina
Tetraciclina
Rifampicina
0,03 -32
0,12 -64
0,12 -1024
0,06 -16
0,06 -64
0,25 -64
0,12 -512
0,03 -512
0,12 -256
0,06 - 1024
0,03 - 1024
0,125 - 64
0,03 - 1024
Vancomicina 0,25 - 64
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3.6.2.- MEDIO, INOCULACIÓN Y DETERMINACIÓN DE LA
CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA (CMI>
Las diluciones de los antimicrobianos probados utilizadas fueron
preparadas en agua destilada estéril a partir de soluciones “madre”
preparadas en el momento de hacer las placas para el estudio de las CMIs.
Esta solución “madre” correspondió en todos los casos a una dilución 10
veces mayor que la concentración más alta que fuera a ser utilizada, y a
partir de ella se hicieron diluciones 1:2 para conseguir el resto de las
concentraciones mencionadas. El medio utilizado fue un agar Muller-Hinton.
El inóculo de las cepas se realizó a partir de un cultivo de 18 horas
en agar sangre. Para ello se hacía una suspensión de la cepa ya crecida en
PBS, ajustándola a una concentración de 108 microorganismos/mililitro.
Las cepas se inocularon con un multirreplicador (Microtitter) que
deposita 0,001 ml de cada suspensión, con lo que de cada cepa se
inocularon aproximadamente 1 o~ unidades formadoras de colonias/mililitro.
En todas las ocasiones se incluyó una placa del mismo medio sin
antibióticos como control de crecimiento.
Las placas inoculadas fueron incubadas a 370C entre 18-24 horas.
Al cabo de este tiempo se realizó la lectura del antibiograma, siendo la CMI
la menor concentración del antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano tras 18 horas de incubación. Se expresa en ng/ml.
3.6.3.- CONTROLES
‘Se emplearon las cepas 5. aureusNCTC 6571, NCTC 10442, ATCC
29213 y ATCC 25923.
MATERIAL Y MÉTODOS 73
3.6.4.- INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS
Para la interpretación de los resultados se siguieron los criterios del
NCCLS. (National Committe for Clinical Laboratory Standards, 1993>. Tabla
9.
TABLA 9: VALORES ESTANDAR DE CMI (pglml> <NNCLS, 1993>
Sensible Intermedia Resistente
Ácido fucsídico =1 =2
Ampicilina/clavulénico =4/2 - =8/4
Cefotaxima =8 16-32 =64
Ciprofloxacina =1 2 =4
Clindamicina =0,5 1-2 =4
Cloranfenicol =8 16 =32
Cloxacilina =2 =4
Eritromicina =0,5 1-4 =8
Fosfomicina =32 =64
Gentamicina =4 8 =16
Penicilina =0,12 - =0,25
Tetraciclina =4 8 =16
Rifampicina =1 2 =4
Vancomicina =4 8-16 =32
NCCLS Vol 13, N025, 1993.
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3.7.- PLASMIDOTIPIA
3.7.1.- PREPARACIÓN DE LOS LISADOS
La preparación de lisados para la electroforesis en geles de agarosa
se hizo mediante el protocolo de Birnboim y Doly (1979> con algunas
modificaciones:
- Las cepas se hicieron crecer en placas de agar sangre durante 18
horas a 370C.
- Un asa bien cargada se resuspendió en 100 pl de solución de lisis,
con lisostafina (Sigma> a una concentración final de 250 U/ml. para
romper la pared celular.
- Se incubaron en baño con agitación durante media hora a 37W.
- Se añadieron 200 ,uI de la solución alcalina (NaOH y SDS>, agitando
suavemente el tubo. La solución se hizo viscosa debido a la lisis
celular alcalina.
- El tubo se mantuvo en un baño con hielo durante 5 minutos y
entonces se añadieron 150 pI de una solución salina alta <acetato
potásico>, que proporciona una alta concentración de sales que
aseguran la estabilidad de la doble hélice de DNA.
- Se mantuvo el tubo Eppendorf a 00C durante 30 minutos.
- Estas tres macromoléculas contaminantes fueron separadas por
centrifugación a 12.000 r.p.m. durante 5 minutos. Se retiraron 400
pl de sobrenadante mediante una micropipeta, transfiriéndolo a otro
tubo Eppendorf.
- Un volumen de la solución fenol-cloroformo fue añadido al
sobrenadante, para eliminar los lípidos y proteínas residuales antes de
precipitar el ADN plasmídico con etanol.
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- Se centrifugó 5 minutos a 12.000 r.p.m. y se recogieron 300 pl de
sobrenandante, que se transfirieron a otro Eppendorf.
- Se añadieron dos volúmenes 1600 pI) de etanol frío y iSpí de
cloruro sádico SM. Se centrifugó durante 5 minutos a 12.000 r.p.m.
El sobrenadante se retirá con una pipeta.
- El sedimento se resuspendio en 25 pl de una solución de Tris CIH
y EDTA <TE) con ARNasa a una concentración final de 25 pg/ml.
- Se incubó en estufa a 37W 15 minutos para que actuara el enzima
eliminando los restos de RNA.
33.2.- ELECTROFORESIS DEL ADN PLASMIDICO.
En los pocillos de los geles de agarosa al 0,8% fueron colocados 10
pl de muestra, obtenida por el procedimiento anteriormente descrito, junto
con 2 pl de colorante <azul de bromofenol y xilencianol). Los plásmidos
fueron separados en razón de su peso molecular mediante una electroforesis
horizontal a 60 voltios con tampón de electroforesis TAE 1X. Tras ser
teñidos con bromuro de etidio media hora, los plásmidos fueron visualizados
con un transiluminador de luz ultravioleta de 250 nm.
3.7.3.- CONTROLES
En un pocillo de los extremos se colocó, como control de peso
molecular, el ladder <Supercoiled ladder de Sigma> que contenía 11
plásmidos cuyos tamaños variaban desde 2,1 a 16,2 kb.
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3.8.- ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO
En 1984, Schawartz y Cantor observaron que molécuias de ADN
mayores de 50 Kb podían ser separadas mediante el uso de campos
eléctricos alternativos en un proceso conocido como electroforesis en
campo pulsado (Cantor y cols., 1988>.
3.8.1.- OBTENCIÓN DEL ADN
- De un cultivo puro de 24 horas, se inocularon 10-20 colonias en
20 ml de BHI y se incubé a 37W en agitación durante 3-4 horas.
- Tras añadir 0,5 ml de EDTA frío a cada cultivo y se centrifugó
durante 20 minutos a 3.000 r.p.m.
- Lavar el sedimento con solución de lavado <frío> (lOmM Tris CIH,
lOmM EDTA, lOmM EGIA, 1M CINa> y centrifugar de nuevo.
<Repetir este paso dos veces>.
- Se resuspendió el depósito en 7 ml de solución de lavado.
- Se preparó un dilución 1/10 en solución de lavado y se midió la
densidad óptica <D.O.) a 420 nm.
- Una vez medida la 0.0. se calcula el número de células en la
suspensión y a partir de esta suspensión inicial se obtiene otra de iO~
U FC/ml.
- Preparar la agarosa LMP <agarosa de bajo punto de fusión> al 2% en
solución de lavado, mezclar a partes iguales dicha agarosa y la
suspensión bacteriana. Con esta mezcla se rellenan los moldes,
preparándose así los bloques.
- Dejar los bloques de agarosa a 4W y una vez endurecidos volcar
en bijoux , a los que se ha añadido 3 mt de solución de lisis < 6mM
Tris CIH, lOOmM EDTA, 1M CINa, 0,5% Brij 59, 0,2% Deoxicolato
sódico, 0,5% Lauril sarcosil> que contiene 30 U/ml de lisostafina
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(Ambicin L> y SOOpg/ml de lisozima. Incubar toda la noche a 37W en
un baño con agitación.
- Se retiró la mezcla de lisis y se reemplazó con 3 ml de solución de
proteolisis < 0,25M EDTA, 2OmM EGTA, 1% Lauril sarcosil> con 250
pg/ml de proteinasa K.
- Se incubó a 56W durante 5-6 horas en agitación, transcurridas las
cuales se cambia la mezcla de proteolisis con proteinasa K por otra
fresca y se deja durante toda la noche.
- Se procedio a realizar tres lavados en TE, para eliminar la proteinasa
K, dejando cada lavado al menos 10 minutos a 4W. Los cambios se
realizaron a 40C.
- Los bloques pueden ser conservados en TE durante al menos 6
meses, cambiando la solución de TE mensualmente.
3.8.2.- DIGESTIÓN DEL ADN
- Se transfiere medio bloque a un Eppendorf y se añadió 100-200 pl
de la solución Y (33 mM Tris-acetato <pH 7,9>, lOmM acetato de
magnesio y 66 mM de acetato potásico> . Se dejó equilibrando
durante 30 minutos en hielo.
- Se sustituyó la solución por 100 pl de solución fresca que contiene
10 unidades de Smal y se incubé a 30W durante 3-4 horas.
- Se repitió este último paso de nuevo.
- Para terminar la digestión se añadió TE y se conservó a 4W hasta
su utilización.
3.8.3.- ELECTROFORESIS
- Para la electroforesis se utilizó un equipo CHEF-DR II de Biorad.
- Se preparó 400 ml de agarosa al 1,2% en solución 0,5 X de Tris
borato <TEE> . Tras disolverla mantenerla a 55-600C
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- Ensamblar el molde y comprobar que está nivelado, colocar el peine
y volcar la agarosa dejándola enfriar.
- Una vez solidificada, retirar el peine e introducir en los pocillos los
bloque de agarosa y rellenar los pocillos con agarosa, para inmovilizar
el ADN.
- En el último pocillo se colocó un marcador de pesos moleculares <E.
coil MG 1655 digerida con Nor 1>.
- Se llenó el tanque de electroforesis con 2,5 litros de TBE 0,5 X y se
dejó recircular hasta que se enfrió a 120C
- Se introduce el gel de agarosa comprobando que lo cubre el TBE
0,5 X.
- Las bandas de ADN fueron separadas con pulsos de 1 a 35
segundos durante 42 horas a 200 y.
- Una vez finalizada la electroforesis, el gel fue teñido con bromuro
de etidio a 1 pg/ml durante media hora y fue desteñido en agitación
por espacio de dos o tres horas.
- El gel fue visualizado en un transiluminador de luz ultravioleta de
250 nm., y fotografiado con una cámara Polaroid.
3.8.4.- ANÁLISIS ESTADiSTICO DE LOS DATOS
Se asigné un tipo arbitrario a cada uno de los patrones de bandas
obtenidos con la electroforesis en campo pulsado. La similitud entre los
tipos fue evaluada con el programa informático MVSP (Kovach Computing
Services, 85 Nant-y-Felin, Pentraeth, Anglesey LL758UY, Wales, Reino
Unido> que realiza el análisis estadístico de multivariables.
El programa creó una matriz de coeficientes de similitud, coeficiente
de Sorensen o Dice <Rómling, 1992) y generé un dendograma, por
emparejamiento de medias no ponderadas, que relacionaba los diferentes
patrones según los indices de similitud <Li, 1981>.
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APÉNDICE
Como regla general, salvo que se indique lo contrario, todas los
medios, reactivos y soluciones una vez elaborados se conservarán en nevera
a 40C hasta su uso.
MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN EL AISLAMIENTO Y
CONSERVACIÓN
AGAR SANGRE
- Sangre de carnero 5% gr
- Bacto Mueller Hinton medium
Ingredientes <por litro>:
Infusión de carne 300 gr
Acidos de casamino 17,5 gr
Almidón 17 gr
Bacto agar 17 gr
pH final 7,3.
Preparación: resuspender 38 gramos de polvos Mueller Hinton en un
litro de agua destilada y hervir hasta disolver el medio completo. Esterilizar
en autoclave a 1210C durante 15 minutos. Enfriar a 45-50W y añadir 50
ml de sangre para obtener una concentración del 5%.
AGAR MANITOL SALADO
Ingredientes <por litro):
Peptona proteasa 10 gr
Extracto de carne 1 gr
0-manitol 10 gr
Cloruro sódico 75 gr
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Bacto agar 15 gr
Rojo fenol 0,025 gr
pH final 7,4
Preparación: resuspender 111 gramos en un litro de agua destilada
y calentar hasta la ebullición para disolver completamente. Esterilizar en
autoclave 15 minutos a 121 0C y enfriar hasta 45-500C. Dispensar en
placas Petri estériles.
LECHE DESNATADA
Es un producto estandarizado recomendado para la conservación de
los cultivos. Cuando se prepara al 10% equivale a leche desnatada fresca.
Preparación: disolver 100 gramos en un litro de agua destilada.
Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121 0C. Ajicuotar a 0,5 míen viales.
MEDIOS DE CULTIVOS Y REACTIVOS UTILIZADOS EN LA IDENTIFICACIÓN
MEDIO P
Ingredientes (por litro>:
Peptona 10 gr
Extracto de levadura 5 gr
Cloruro sódico 5 gr
Glucosa 1 gr
Bacto agar 15 gr
pH final 7,2
Preparación: disolver en un litro de agua destilada y ajustar el pH a
7,2. Calentar para que se disuelva. Esterilizar en autoclave durante 15
minutos a 1210C y repartir en placas.
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BHI (infusión de cerebro y corazón
)
Ingredientes (por litro>:
Infusión de cerebro de ternera 200 gr
Infusión de corazón de vacuno 250 gr
Peptona proteosa 10 gr
Dextrosa 6 gr
Cloruro sódico 5 gr
Fosfato disódico .....,.... 2,5 gr
pH final 7,4.
Preparación: disolver 3? gramos en un litro de agua destilada.
Distribuir a 5 ml por tubo y autoclavar.
PES (Tamnón fosfato
>
Ingredientes <por litro):
Fosfato disódico 1,09 gr
Fosfato sódico 0,31 gr
Cloruro sódico .8,5 gr
pH final 7
Preparación: disolver las cantidades indicadas en un litro de agua
destilada. Esterilizar en autoclave a 121 oc durante 15 minutos.
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AGAR NUCLEASA TERMOESTABLE
Ingredientes (por litro>:
Tris(hidroximetil)aminometano
ADN
Cloruro sódico
Bacto agar
Cloruro cálcico anhidro
Azul de totuidina
6,1 gr
0,3 gr
10 gr
10 gr
1,1 gr
0,083gr
Preparación: pesar 6,1 gramos de Tris y añadir un litro de agua
destilada. Ajustar el pH a 9. Añadir el ADN, cloruro sódico, agar y cloruro
cálcico anhidro y disolver calentando hasta la ebullición. Enfriar a 45-500C
y añadir O,083.gramos de azul de toluidina. Mezclar bien y repartir en
placas. No es necesaria la esterilización.
MEDIO PARA LA DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DNAsa
DNAsa test agar
Ingredientes (por litro>:
Triptosa
Ácido deoxirribonucleico . .
Cloruro sódico
Agar
20
2
5
15
gr
gr
gr
gr
Preparación: Disolver 8,4 gr de DNAsa test agar en 200 ml de agua
destilada. Calentarlo hasta la ebullición para la disolución completa del
medio. Añadir azul de toluidina al 0,01% y autoclavar.
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MEDIO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD UREASA
Urea agar base
:
Ingredientes <por litro>:
Peptona
Dextrosa
Cloruro sédico
Fosfato potásico
Urea
Rojo fenol . .
monobásico
1 gr
1 gr
5 gr
2 gr
20 gr
0,01 2gr
Preparación: Disolver por ebullición 12,45 gr de agar en 750 ml de
agua destilada, esterilizar en autoclave y enfriar hasta 50W, entonces
añadirte 75 ml de una solución filtrada de urea agar base <21,75 gr de urea
agar base en 75 ml de agua destilada>. Distribuir en tubos a 2 ml.
MEDIO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DECARBOXILASA
Decarboxilasa medio base
Ingredientes <por litro>:
Peptona
Extracto de levadura
Dextrosa
Púrpura de bromocresol
5
3
1
0,02
gr
gr
gr
gr
Preparación: A un litro de medio base decarboxilasa, que
previamente ha sido disuelto calentadolo suavemente, se le añade 0,5% de
los áminoáciod-L apropiados. Se distribuye en tubos a 5 ml por tubo y se
autoclava.
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MEDIO Y REACTIVO PARA LA DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD
FOSFATASA
Aaar nutritivo difosfato de fenolftaleina
Ingredientes <por litro>:
- Agar:
Extracto de carne 3 gr
Peptona 5 gr
Cloruro sódico 8 gr
Bacto agar 15 gr
pH final 7,3
- Sustrato:
Sal sódica difosfato fenoftaleina<5%>2 ml
Agar nutritivo fundido <450C> . 98 ml
Preparación: fundir la cantidad exacta de agar en un litro de agua
destilada. Esterilizar en autoclave 15 minutos a 11 50C y enfriar hasta 45-
50W. Agregar el sustrato previamente filtrado mediante una membrana de
0,22 pm de diámetro y volcar asépticamente en placas Petri.
Reactivo cara la crueba de la fosfatasa
Hidróxido sádico iON <40%>:
Hidróxido sódico 40 gr
Agua destilada 100 ml
REACTIVOS RM/VP <producción de acetoina
>
Reactivo A): a-naftol al 5%
a-naftol 5 gr
Alcohol etílico <absoluto) 100 ml
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Reactivo 6): hidróxido potásico al 40%
Hidróxido potásico 40 gr
Agua destilada 100 ml
REACTIVOS PARA LA REDUCCIÓN DE NITRATOS
Reactivo A>: Dimetil-a-naftilamida al 0,6%
Dimetil-a-naftilamida 6 gr
Ácido acético SN <30%> . . . . 1
Reactivo 6>: Ácido sulfanilico al 0,8%
Ácido sulfanflico 8 gr
Ácido acético SN (30%> - . . . 1
Preparación: disolver el dimetil-a-naftilamida en el ácido acético
mediante un suave calentamiento. Ambos reactivos se filtran y se guardan
protegidos de la luz en un frasco de topacio.
MEDIO PARA DETERMINAR LA FERMENTACIÓN DE HIDRATOS DE
CARBONO
Púrpura aaar base
Ingredientes <por litro):
- Agar:
Peptona 10 gr
Extracto de carne 1 gr
Cloruro sódico 5 gr
Bacto agar 15 gr
Púrpura 0,02 gr
pH final 6,8
- Sustrato:
Azúcares al 10% en H20 destil. 200 ml
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Preparación: disolver la cantidad apropiada de agar para un litro de
agua destilada calentando hasta la ebullición. Esterilizar en autoclave a
121 0C durante 15 minutos. Enfriar hasta 45-50W y añadir 200 mililitros del
carbohidrato que queremos preparar previamente esterilizado por filtración
para obtener una concentración final del 1 %.
MEDIO PARA DETERMINAR LA SUSCEPTIBILIDAD A LA NOVOBIOCINA
Ingredientes:
MedioP 180 ml
Novobiocina <16 pg/ml) 20 ml
PRODUCCIÓN DE ÁCIDO A PARTIR DE GLICEROL CON ERITROMICINA
Ingredientes:
Púrpura agar base
Glicerol
Eritromicina
1
10 ml
1 ml
Preparación: añadir al púrpura agar base 10 mililitros <1%> de glicerol.
Esterilizar en autoclave a 116W durante 20 minutos y enfriar en baño hasta
50 0C. La solución de eritromicina se prepara disolviendo 40 mg en 5 ml de
etanol al 95% y añadiendo agua hasta 100 ml. Se esteriliza por filtración y
se añade 1 ml a un litro del medio base con glicerol estéril y enfriado a
500C. Se mezcla perfectamente por agitación y se reparte en placas Petri.
La concentración final de eritromicina es de 0,4 pg/ml.
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MEDIOS Y REACTIVOS UTILIZADOS EN LAS TÉCNICAS DE FAGOTIPIA
CALDO COMÚN (Nutrient broth
)
Ingredientes (por litro>:
Extracto de carne 3 gr
Peptona 5 gr
pH final 6,8.
Preparación: disolver los 8 gramos en un litro de agua destilada.
Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave 15 minutos a 12100.
AGAR COMÚN 1.1
Ingredientes <por litro>:
Agar nutritivo 17 gr
TSB 7,8 gr
Preparación: pesar las cantidades necesarias par un litro. Esterilizar
en autoclave durante 15 minutos a 121 0C y verter en placas Petri.
AGAR SEMíSÓLIDO
Ingredientes:
Caldo común 1,2 gr
Bacto agar 0,75 gr
Agua destilada 150 ml
Preparación: disolver las cantidades indicadas en un baño de
ebullición y cuando el agar está disuelto, repartir a 6 ml en tubos. Esterilizar
en autoclave a ‘210C durante 15 minutos.
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CLORURO CÁLCICO
Ingredientes:
Cloruro cálcico 1 gr
Agua destilada 100 ml
Preparación: disolver un gramo de cloruro cálcico en 100 ml de agua
destilada y esterilizar en autoclave 15 minutos a 121 0C.
REACTIVOS UTILIZADOS EN LA TÉCNICA DE PLASMIDOTIPIA
SOLUCIÓN DE LISIS
Ingredientes:
TrisCIH1MpH8 2,5 ml
EDTAO,5MpH8 2 ml
Glucosa 500 mM 10 ml
Agua destilada . . 85,5 ml
Preparación: Para elaborar el Tris-CIH 1M pesar 121,14 gr y
disolverlos en 800 ml de Agua destilada, añadir ácido clorhídrico puro hasta
conseguir un pH de 8 y enrasar con agua destilada hasta un litro. El EDTA
O,5M se obtiene al disolver 186,12 gr en 800 ml de agua destilada, se
añade NaOH 10 N para disolverlo hasta llegar a un pH de 8 y se enrasa con
agua destilada hasta un litro. En el caso de la glucosa 500 mM pesamos
9,908 gr de glucosa y los disolvemos en 100 ml de agua destilada estéril,
esterilizando por filtración dicha solución. Las soluciones anteriormente
descritas se guardan a temperatura ambiente exceptuando la glucosa 500
mM que se guarda a 4aC.
Una vez que tenemos todas las soluciones medimos todos los
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componentes y los mezclamos obteniendo la solución de lisis que se filtra
mediante una membrana de 0,22 pm. Guardar a 40C.
Al utilizar la solución de lisis hay que añadir 25 pl de lisostafina
(preparada con Tris CIH lM a una concentración de 10.000 pg/ml para
conseguir una concentración final de 250 pg/ml> a 1 ml de solución de lisis.
SOLUCIÓN ALCALINA
Ingredientes:
Hidróxido sódico 0,2M
SDS 1%
Preparación:
- El NaOH se prepara 0,4M <1,6 gramos en 100 mIde agua destilada
estéril>.
- EJ SDS se prepara al 2% <2 gramos en 100 mi de agua destilada
estéril>
En el momento de usarse se coge un volumen de NaOH 0,4M y un
volumen de SDS al 2&, obteniéndose así las concentraciones necesarias.
SOLUCIÓN SALINA ALTA
Ingredientes:
Acetato potásico SM 60 ml
Ácido acético glacial 11,5 ml
Agua destilada 28,5 ml
Preparación: el acetato potásico 5M se prepara pesando 490,75
gramos y disolviéndolo en un litro de agua destilada.
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SOLUCIÓN FENOL-CLOROFORMO
Ingredientes:
Fenol 500 ml
Cloroformo 500 ml
Alcohol isoamílico 10 ml
Hidroxiquinoleina 1 gr
Agua destilada estéril 100 ml
TNE lx 100 ml
Preparación: mezclar todos los ingredientes y dejarlos reposardurante
18 horas en un recipiente bien tapado. Aspirar toda la fase acuosa, tirarla
y añadir 100 mIde TNE lx (10 ml Tris 1M, 2 ml EDTA 0,5M, 20 ml CINa
SM y agua hasta un litro> Mezclar bien y dejar reposar otras 18 horas.
Aspirar de nuevo toda la fase acuosa, desecharla y añadirle otros 100 ml de
TNE lX. Mezclar y dejar reposar. Guardar a 40C en oscuridad.
CLORURO SÓDICO SM
ingredientes:
CINa 292,2 gr
Agua destilada enrasar hasta un litro
Preparación: disolver el cloruro sódico en un litro de agua en baño a
500C mediante agitación.
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SOLUCIÓN TE
Ingredientes:
Tris 1M 10 ml
EDTAO,5M 2 ml
Agua destilada enrasar hasta un litro
Preparación: medir las cantidades indicadas y filtrar en una membrana
de 0,22 pm de diámetro.
TAMPÓN DE ELECTROFORESIS CTAE lx
)
Ingredientes para el TAE 50X:
Tris 242 gr
Ácido acético glacial 57,1 ml
EDTAO,5M 100 ml
Agua destilada enrasar hasta un litro
Preparación: disolver todos los componentes a temperatura ambiente
y en agitación.
Para preparar el TAE lx se cogen 40 ml de TAE SOX y se enrasa con
agua destilada hasta 2 litros.
COLORANTE PARA ELECTROFORESIS
Ingredientes:
Glicerol en agua 30 %
Azul de bromofenol 0,25 %
Xilencianol 0,25 %
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BROMURO DE ETIDIO
Ingredientes para una solución stock <lOmg/ml>:
Bromuro de etidio 250
Agua destilada 25
mg
ml
Preparación: solubilizar el bromuro de etidio mediante agitación.
Para la solución de uso se añaden a un litro de agua lOOpl de la
solución stock de bromuro de etidio. La concentración final es de lpg/ml.
SOLUCIONES UTILIZADAS EN LA TÉCNICA DE PFGE
EGTA 0.1M
Ingredientes:
EGTA
Agua destilada
19,02
300
gr
ml
Añadir NaOH 1 N hasta un pH 8 para conseguir una buena disolución.
Enrasar con agua destilada hasta 500 ml. No necesita esterilización
y conservar a temperatura ambiente.
SOLUCIÓN DE LAVADO PARA ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO
Ingredientes:
Tris CIH ‘IM
EDTAO,5M
EGTAO,1MpH8
CINa SM
Preparación: ya ha sido descrita en la
10
20
100
200
técnica
ml
ml
ml
ml
de plasmidotipia.
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SOLUCIÓN DE LISIS
TrisCIH1M
EDTAO,SM
CINa SM
0,5% Brij 59
0,2% Deoxicolato sédico . .
0,5% Lauril sarcosil
Ajustar al pH a 7,5 con CIH.
Conservar a temperatura ambiente.
Enrasar a 100 ml con agua destilada.
SOLUCIÓN DE PROTEOLISIS
EDTAO,5M 250
EGTAO,1M 100
Ajustar el pH a 9 con NaOH y añadir
Lauril sarcosil 30% 5
ml
ml
ml
Enrasar hasta 500 ml con agua destilada. No necesita esterilización.
Conservar a temperatura ambiente.
TAMPÓN TBE 10 X
Tris
EDTA Na2
Ácido bórico
Agua destilada
108 gr
4,65 gr
55,65 gr
1000 ml
0,6
20
20
0,5
0,2
0,5
ml
ml
ml
gr
gr
gr
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4.-RESULTADOS
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4.1- VALORACIÓN DE LOS DATOS CLINICOS DE LOS CASOS
ESTUDIADOS
4.1.1.- SELECCIÓN DE LOS AISLADOS
Para realizar nuestro estudio seleccionamos los estafilococos
coagulasa negativos basándonos en dos criterios:
- Que los ECN fueran aislados en diferentes hemocultivos de un
mismo paciente.
- Que dispusiéramos de ja información cimba dei paciente.
De este modo seleccionamos 158 estafilococos coagulasa negativos
de 63 episodios pertenecientes a 52 pacientes.
4.1.2.- ORIGEN DE LOS AISLADOS
El origen de todas las muestras en las que se aislaron los 158
estafilococos coagulasa negativos seleccionados fue la sangre.
4.1.3.- CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES
Al analizar los datos obtenidos de las historias clínicas observamos
que los ECN seleccionados fueron aislados de pacientes que cumplían al
menos una de las siguientes características:
- Rotura de la barrera natural de la piel como es el caso de las
pacientes de cirugía, traumatología, etc.
- Presencia de dispositivos implantados como catéteres, prótesis, etc.
- Ser pacientes inmunocomprometidos.
- Ser neonatos.
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4.1.4.- VALORACIóN CLÍNICA DE LOS CASOS DE BACTERIEMIAS POR
ECN
Los hemocultivos de los 52 casos fueron valoradas por el clínico en
función de los resultados preliminares obtenidos en el laboratorio de
microbiología del hospital estableciendo tres categorías:
- ¡-lemocultivo sin significación clínica en cuyo caso al ECN aislado
no se le daba un valor clínico, pudiendo ser considerada como
contaminante.
- Heniocultiva de dudosa significación clínica en el que no estaba
claro el valor clínico del ECN aislado de hemocultivo.
- Hemocultivo con significación clínica en el que el ECN aislado de
sangre fue considerado el patógeno causante de la bacteriemia.
Según esta valoración clínica, de los 52 casos seleccionados 37
(71,1%) presentaron hemocultivos con significación clínica, 8 (15,4%)
dudosa significación clínica y 7 (13,5%) sin significación clínica.
4.1.5.- DISTRIBUCIóN POR ÁREAS DE ASISTENCIA DE LOS CASOS DE
BACTERIEMIA ESTUDIADOS
En relación a las cinco grandes áreas de asistencia establecidas en
el informe EPINE, observamos que en el hospital Valí D’Hebron de los 52
pacientes ingresados durante 1991 en cuyas hemocultivos se aislaron ECN:
el mayor porcentaje de pacientes fue ingresado en el área de cirugía donde
tuvo lugar el 30,8% de los ingresos, seguido del área de pediatría (25%),
atención intensiva <23,1 %), área de medicina (19,2%), otros servicios
(1,9%), no encontrándose ningún ingreso en el área de obstetricia y
ginecología. Fig. 5.
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4.3.- ANÁLISIS DE LOS AISLADOS MEDIANTE LA FAGOTIPIA
Los 158 aislados fueron fagotipados al aplicarles dos juegos de
fagos: el de ‘IDean y william?’ (De Saxe y Notley, 1978) y el cte Martin de
Nicolás y colaboradores (1990>, juego autóctono obtenido en nuestro
laboratorio. La fagotipia se realizó al 1000 RTD, los fagos fueron aplicados
a una concentración mil veces mayor que la dilución de rutina sobre los
aislados crecidos en un caldo común durante 4 horas a 480 C.
El ¡uego de Dean y Williams está constituido por los siguientes fagos:
15, 27, 28, 28A, 37, 48, 71, 82, 155, 157A, 165, 275, 275A, 456, 459,
41 7A, A6C, 81, RG, A9C. Los fagas pertenecientes al luego autóctono
son: 89904, 89954, 90319, 90338, 90340, 90341, 90352, 90502,
90509, 43763, 43764, 43785.
4.3.1.- PROPORCIÓN DE TIPABILIDAD
La proporción de cepas tipificadas por fagotipia varia al utilizar
únicamente el juego de fagos de “Dean y Williams”, el autóctono y el juego
de fagos combinado <que resulta de la aplicación conjunta de ambos juegos
de fagas).
Cuando realizamos la fagotipia con los dos juegos de fagos por
separado únicamente el 24,7% de los aislados fueron sensibles a algún
fago del juego de ‘Dean y william?’. El porcentaje de tipabilidad aumentó
ligeramente con el juego de fagas autóctono, de manera que un 26,6% de
las cepas resultó sensible a algún fago de ese juego. El hecho de que se
obtuviera un bajo porcentaje de tipabilidad al aplicar ambos juegos de fagas
por separado nos llevó a aplicarlos conjuntamente aumentando la
proporción en un 10,1%, llegándose a tipar un 34,8% de los aislados y
quedando el 65,2% sin caracterizar. Fig. 7.
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TABLA 10: PATRONES DE FAGOTIPIA CON EL JUEGO DE FAGOS
COMBINADO
Pagotipo Fago. qn. produj.ron .flctc iltico N’nsmao.
(U. caso.>
1 43705 2 (1>
2 90241 6 (4)
13 2 (2.>
4 456 2 (2.>
5 90352 1 (2.)
6 27 2 (1)
7 27,90509 2 (2.>
8 456,459 4 (2>
9 90319,43705 2 (2.>
2.0 90328,90241 2. (1)
2.1 27.471A 1 (12
2.2 456,47fl,90509 2 (1>
2.2 275A,459,9O341 2 (1)
14 456,459,90341 2. (2.>
15 456,459,471A 2. (1)
2.6 90340,90341,43785 1 ~)
2.7 ASC.45’.459.MC 1 (11
2.8 MC.456,459,471.90341 2. (2.>
19 27,459,471A,R0.90240,90509 1 (1>
20 •90,27,9031E90330.90340,90341,42785 2 (2.>
21 90319,90338,903•0,90341,43763,43764,42783 3 (2>
22 27,82.157•,454,471A,9034O 2. (1>
23 27,90319,90220>90240,90241,90252.90509,43763.43764>43785 1 <1)
2* 27,275.456,459,471,46C,S1.89904,90240,90341,90509,,3705 1 (2.>
25 15,27,12,155,275,451,459,47fl,51,90319,90238,90340,90241,90509.43783,43785 1 (1>
26 A9C,275.27M.456,45$,472.A,MO,S1,89954,9O319,90236.90340,90341,90352.90502,
90509.43762,43764,43705
2. (1>
27 APC,S2,275,275A,456,459,471A.AÓC.8t59904,90319,90234,90340,90341,90352,
90502 • 90509,43763,43764>43705
X II)
20 •90,15,44,B2,15fl,275,27fl,456,459.471,,MC,S2.,89904,19954,90319.90338,90240
90341.90352,90502,90309,43763
0 (1>
29 27,29•,82 , 2.57k, 275,275A,456 .459,471A,~6C,81>09904,89954,90319 .90338,90240,
90341,90252,90502.90509,43763>43764,43785
2. (1>
SO 2(0 t1
91f1ch1 CV?> 103 (38)
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4.3.3.- FRECUENCIAS DE PATRONES DE FAGOTIPIA
Los patrones encontrados entre los aislados tipificados se dividieron
en tres categorías: patrón largo (seis o más reacciones), intermedio <de tres
a cinco reacciones) y corto <una o dos reacciones>. En la Tabla 11 se
recogen los porcentajes de patrones obtenidos con el juego de lagos
combinado, siendo el patrón corto el que presentó un mayor porcentaje
(15,8%) seguido muy de cerca por el patrón largo (13,3%).
TABLA 11: FRECUENCIAS DE PATRONES DE FAGOTIPIA
Aislados N0 (%) Patrón de fagotipia N0 (%)
Aislados tipificados 55(34,8) Patrón corto 25<15,8)
Patrón intermedio 9<5,7)
Patrón largo 21 (13,3)
Aislados no tipificados 103(65,2)
4.3.4.- FRECUENCIAS DE REACCIÓN DE LOS FAGOS
En el juego de “Dean y William?’ el fago que presenta una mayor
frecuencia de reacción es el 471A <16,7%) seguido del 456 (16,4%) y del
459 <15,8%). En el juego autóctono la mayor frecuencia de reacción la
presentan los lagos 90341 <19,6%>, 90340 (13,9%) y 90338 <12,0%)
como se puede comprobar en la Figura 8.
Al analizar las frecuencias de reacción de los distintos fagos hemos
observado que tanto en el juego de “Dean y William?’ como en el
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4.4.- ANÁLISIS DE LOS AISLADOS MEDIANTE FAGOTIPIA INVERSA
El hecho de que con la fagotipia el 65,2% de los aislados quedaran
sin tipificar, nos llevó a realizar la fagotipia inversa para conseguir una
mejor caracterización de los casos.
La fagotipia inversa se realizó sobre todos los aislados recibidos de los
52 pacientes. Los 158 aislados fueron tratados con mitomicina C para
convertir sus lagos lisogénicos en líticos. Cada fago supuestamente
inducido fue aplicado de igual manera que en la fagotipia, pero en este caso
sobre 32 cepas patrón (20 cepas propagadoras del juego de fagos de
“Dean y Williams” y 12 del juego autóctono).
4.4.1.- PROPORCIÓN DE TIPABILIDAD
La proporción de aislados tipificados por fagotipia inversa varía al
utilizar únicamente las cepas propagadoras del juego de “Dean y Williams”,
las del juego autóctono y las de ambos.
Cuando realizamos la fagotipia inversa con las cepas patrón de “Dean
y William?’ el 22,8% de los aislados se tiparon. El porcentaje de tipabilidad
fue menor con las cepas propagadoras del juego autóctono (17,7%).
Los bajos porcentajes de tipabilidad nos llevaron a que realizáramos
la fagotipia inversa con las propagadoras de ambos juegos de fagos,
aumentando la tipabilidad en un 2,5%, llegándose a tipar un 25,3% de los
aislados y quedando sin caracterizar el 74,7%. Fig. 9.
4.4.2.- PATRONES DE FAGOTIPIA INVERSA
Los patrones de lisis obtenidos al realizar la fagotipia inversa sobre las
cepas propagadoras del juego de “Dean y Williams” y del autóctono están
recogidos en la Tabla 12.
RESULTADOS
TABLA 12: PATRONES DE FAGOTIPIA INVERSA
—!
ragotipo 1 capas patrdn — las qn. los fagos Inducidos han producido lIsis 1 rflslados.
2. 71 1 (1)
2 90319 2 (1>
2 90343 2 (2)
4 48,71 3 (2)
5 48,153 1 (1>
6 15,90374 1 (1)
7 2.5,90342 2 (1>
8 456,471k 1 (1>
9 2&h~,1SS 1 (1)
10 190,21,71 a ci>
11 15,48,155 4 (1)
2.2 15,71,2754,456,47fl,90319 1 (1>
13 •90.89925,89939,90319 ,90418 ,90510 1 (11
14 48,71,459,471,90319.90343,90374.90510 2 (1)
15 MC.28,456,89925,89929,90319,90343,9041B.90510 1 (1)
16 15,155,157k,275L456 .89939• 90319,90243 • 90418 •90310 1 (11
1’ 15.48.71,155,275,275k,459,471k,89939 ,90243.9041B 4 (2>
2.8 15,2B,4B,71,B2,275,459,4711.,89929,90343,9041B 2 (1)
19 15.28L48.71.1S5,275.275L459,472A,89929,90343 ,90347,9OUB 2 (1)
20 15,28k,6B,71,B2,155,157•.27M,456,89939,90319,90343,90418.90510 1 (11
21 15,27,2fl.48,71,155.275,2?5L456,459,47fl,99939,90243.9041B 2 (1>
22 15.2B.2B,,1,82.155.157k.16S.2,5.2,5A.456,459.47..SC,89925,89939,90319 2 (1>
23 15,2BL82,137A,275,275k,456,459,4711,16C.81,B9925,89939,90319,90343,90374,
90416,90510
1 (1)
24 fl tipificahl.8 (U) 119 (42)
* Aislados en los que se han inducido Lagos.’
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4.5.- UTILIZACIÓN DE UN JUEGO DE FAGOS ADICIONALES PARA LA
TIPIFICACIÓN DE LOS ECN
La baja proporción de aislados tipificadas mediante fagotipia y
fagotipia inversa nos llevó a la utilización de un juego de fagos adicionales
con el fin de conseguir una mejor caracterización de los casos.
Para obtener el juego de fagos adicionales entre nuestros aislados
fueron elegidas cinco cepas en las que se indujeron sus profagos mediante
mitomicina C. Esta selección se realizó basándonos en el gran efecto lítico
producido por los fagas obtenidos a partir de las citadas cepas sobre las
cepas propagadoras de los juegos de “Dean y Williams” y autóctono. Este
juego está constituido por los fagos: 8596, 8620, 11697, 11711, 12366.
4.5.1.- PROPORCIÓN DE TIPABILIDAD
De los 158 aislados, con e> fin de conseguir una mejor caracterización
de los casos, seleccionamos 106 para ser fagotipados con los cinco fagos
adicionales <8596, 8620, 11697, 11711, 12366) resultando 22<20,7%)
sensibles a algún fago del juego adicional y 84 (79,3%) fueron no tipables.
4.5.2.- PATRONES DE FAGOTIPIA OBTENIDOS CON EL JUEGO DE FAGOS
ADICIONALES
Con el juego de fagos adicionales obtuvimos cinco patrones, los
cuales se describen en la Tabla 14.
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TABLA 14: PATRONES DE FAGOTIPIA CON EL JUEGO DE FAGOS
ADICIONALES
Fagotlpo Fagas que produjeron efecto
<N casos>
N0AIsIados
1 11697 7(4)
2 12366 2(1)
3 11711, 12366 4(2)
4 11697, 11711, 12366 9(2>
6 No tipificables <NT) 84 (29)
4.6.- ANÁLISIS DE LOS AISLADOS MEDIANTE LA TÉCNICA DE FISK
Seleccionamos 89 aislados que fueron tratados con mitomicina C
para convertir sus profagos en fagos y se realizó la técnica de la fagotipia
enfrentando dichos fagos a las 89 cepas parentales.
4.6.1.- PROPORCIÓN DE TIPABILIDAD
Esta técnica nos permitió tipificar el 23,6% de los aislados, quedando
el 76,4% sin caracterizar.
4.6.2.- PATRONES DE FAGOTIPIA OBTENIDOS CON LA TÉCNICA DE FISK
Al aplicar los fagos inducidos sobre las cepas parentales obtuvimos
seis patrones como puede verse en la Tabla 15.
RESULTADOS
TABLA 15: PATRONES OBTENIDOS CON LA TÉCNICA DE FISK
Fagotipo Fagos que produjeron efecto NA¡slados
(N casos>
1 2707 5 (2>
2 1357 2 (1>
3 2706,2707,2715 2(1>
4 8614,8615,8628,8625,1169O 1(1>
5 2708,2710,2712,2706,2707,2715 loca>
6 8630.8614,8615.8628,8625,11690,7181,11715 1<1>
7 No tipif¡cables <NT> 68 (23>
4.7.- EVALUACIÓN DE LAS TÉCNICAS DE FAGOTIPIA EN LA
CARACTERIZACIÓN DE LOS CASOS DE BACTERIEMIAS
El principal reto que se debe abordar para caracterizar
epidemiológicamente los ECN es el de encontrar un marcador que tipe en
una proporción suficiente a estos microorganismos, de manera que permita
establecer similitudes o diferencias entre aislados posiblemente relacionados
epidemiologicamente. Con este objeto hemos evaluado las distintas
técnicas de fagotipia viendo que número de casos se caracterizaban al
realizar cada una de estas técnicas. Conseguimos caracterizar 22 de los 52
casos <22/52) con la fagotipia, y 10 casos más (32/52) al valorar
conjuntamente los datos de la fagotipia y de la fagotipia inversa. Un caso
más <33/52) con la valoración conjunta de la fagotipia, fagotipia inversa y
fagos adicionales. Por último a> analizar los datos obtenidos por las
fagotipias anteriormente citadas con los obtenidos por el Fisk se caracteriza
uno más <34/52) quedando 18 casos sin caracterizar. Fig. 10.
109

RESULTADOS 11~1
Como puede verse en la Tabla 17 los ECN son generalmente
microorganismos multirresistentes. Al considerar la sensibilidad a
antimicrobianos como marcador; hemos podido establecer 66 patrones de
resistencia a antimicrobianos, 15 de los cuales se repiten en dos o más
casos diferentes. El patrón de resistencia 35 es el que se presenta en un
mayor número de casos, un total de 14 aislados pertenecientes a 7 casos
presentaban este patrón.
TABLA 16: SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS ECN
Antibiótico Rango cMu Ui9/mI> %Reslstencia
50% 90%
Penicilina 0,03-1024 4 128 97,4%
cloxacilina 0,12-512 64 >512 84,1%
cefotaxima 0,12-1024 16 256 58,3%
Ampldfflna/clavulánico 0,12-64 2 16 21,0%
Geníamicina 0,06-1024 32 256 66%
clindamlcina 0,06-64 64 >64 65,8%
Eritromicina 0,03-512 512 >512 62,5%
Fosfomicina 0,12-256 4 >256 24,5%
Clprofloxacina 0,06-16 0,06 4 23%
Tetracicllna 0,125-64 0,5 64 19,7%
Ac. fusidlco 0,01 5-32 <0,03 2 17,6%
Rifampicina 0,03-1024 0,03 8 16,9%
cloranfenicol 0,25-64 4 32 14,5%
vancomicina 0,25-64 1 1 0%
— n
RESULTADOS
TABLA 17: PATRONES DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS
~1
Am¡h¡otipo ReMst.ncia a antimiorobianos NaisIadoá
It esa.>
1 Sensible a todas lo. antimicrobianos 6(3>
2 Pan 14(5>
a Fmi 141>
4 Pon. Etr 2(1>
5 Pon. Ttr 1(11
6 Pon, CIr 1(11
7 Pon. Cid 1(1>
A Pon. Clx 3(2>
9 Pon. Tu. Clx 1(1>
10 Pon, LCr, Ctd 1<1>
11 Pon, fu. Clx 141>
12 Pan. dr. Clx 141>
13 Pon, Rfrn, Clx 1(1>
14 Pon. Afe. Clx 1(1>
15 Pon, Cfi, Clx 2(2>
16 Pon, Ffm. Clx 1(1>
17 Pon. Con. fu. Cid 141>
18 Pon. Con. Cid. Clx 743>
19 Pon. Con. Cft. Clx 343>
20 Pon. TÚ. Ato. Clx
141>
21 Pon. Ti,. Cpr. Clx 3(1>
22 Pon. Etr. Cid, Clx 1(1>
23 Pon. Cid. Cfi. Clx 1(1>
24 Pon. Cid. Am. Clx 341>
25 Pon. Ato, Cii, Clx 3(1>
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TABLA 17: CONTINUACIÓN
Ant¡b¡oí;po Resistancia a antimiorobiano. WJ.Iado.
(N%a.o.>
26 Peo, Can. En. Cfi, Clx 2<1>
27 Pon. Gen, Cid. Efx, Clx 141>
28 Pon, Gen. Aof. Cfx. Clx 2(1>
29 Pon. Ttr. Etr. Cor. Clx 1(1>
30 Pon. fir. Cid. Cfx, Clx 1(1>
31 Pon. Con. Ttr. Etr, CId. Clx 4(3>
32 Pon. Con. Ttr, Cfi, Fin,. Clx 141>
33 Pon. Con, Etr. CId. Afe. Clx 1(1>
34 Pon. Gen. En. Cid. Cpr. Clx 4(2>
35 Pon. Gen, Er,. Cid, Cfi. Clx 14(7>
36 Pon. Gen. CId. Cpr, Hm. Clx 1(1>
37 Pon. Ttr. Fir. Cid. Ch, Clx 2(1>
38 Pon. En. Cid. Cfi. Clx. A/C 141>
39 Pon. Gen. Ti,, Fi,, Cír. CId. Clx 1(1>
40 Pon. Gen. Tir. Etr. Cid. Cpr. Clx 2(11
41 Pon. Con. Ttr. Etr. CId. Ch. Clx 7(4>
42 Pon. Gen. Ttr, Etr, Cfi. Fmi. Clx 1(1>
43 Pan. Con. Etr. Cír. Cid. Cfi. Clx 5(3>
44 Pon, Gon. En. Cír, CId. Efm, Clx 241>
45 Pon. Gen, En, Cid. Rfm, Cfx. Cix 242>
46 Pan. Gen. En. Cid. Cpr. Cfi. Clx 1(1>
47 Pan. Con. Fir. Cid. Clx, Ffm, Clx 1(1>
48 Pan. Can. Etr, CId. Cf x. Clx. AIC 1(1>
49 Pon, Gen. Blm. Cfi. Ffm. Clx. A/C 1(1>
60 Pan. Fir. Cír. CId. Rin,. Cfi, Clx 1(1>
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TABLA 17: CONTINUACIÓN
Ani~bbt¡po Rasisiencia a anilmiorobiano. N’ai.lado.
61 Pan. Gen, Tu. En, Cid. Blm. Ch. Clx 2<1>
52 Pan, Con. Etr. Cír. CId, Cpr. Ch. Clx 2(1>
63 Pon, Con. Etr. Clr, Cid. Cfi. Clx, MC 1(1>
54 Pan. Can, Eir. Cid. Rfrn. Cfi. Clx, AIC 3(1>
56 Pan, Gen. Fir, CId. Cpr. Cli. Cix, AIC 6<2>
56 Pan. Con. En. CId. Ch. Am. Clx, AIC 3<3>
67 Pon. Con. En. Cpr. Cli. FIm. Cix. A/O 2(1>
56 Pan. Con. Ttr, Etr, Oir, Cid. Cfi. Am. Clx tílí
59 Pan. Con, Etr. CId. Cr,r. Ch. Hm. Cix. A/O 4<1>
60 Pan, Con. En. Cl,. Cid. Rfm, Cft. Clx. A/O 3(1>
61 Pon. Can. En. Cl,. CId. Aol. Cpr, Ffm. Clx 1<1>
62 Pon, Can, Etr. Cid. RIn.. Cfi. ~fm. Clx, A/C 1<1>
63 Pan. Con. Ttr. Etr, CId. Blm. Cg,r. Ch. Clx, A/O 1(11
64 Pon. Gen. Eír, Cid. Blm. Afe. Cpr. Ch. Ffm, Clx 1<1>
65 Peo. Con, Ttr, En. Oir. CId. Rfm. Cpr. Cfi. Clx. A/O 1<1>
66 Pan. Con, Eír. CId. Blm. Ato. Cpr. Ch, Am, Clx, A/O 5<1>
Las abreviaturas utilizadas en la tabla son las siguientes
:
A/C: Ampicilina/clavulánico, Afc: Ácido fusidico, Cft: Cefotaxima, CId:
Clindamicina, Cir: Cloranfenícol, Clx: Cloxacilina, Cpr: Ciprofloxacina, Etr:
Eritromicina, Ffm: Fosfomicina, Gen: Gentamicina, Pen: Penicilina, Rfm:
Rifampicina, Ttr: Tetraciclina, Van: Vancomicina.
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4.10.- ANÁLISIS PLASMÍDICO
.
4.10.1.- NÚMERO DE PLÁSMIDOS PRESENTES EN LOS AISLADOS
Entre los 158 aislados estudiados, 114 (72,2%) cepas presentaban
plásmidos mientras que 44 <27,8%) carecran de ellos.
Como podemos observar en la Tabla 18, el número de plásmidos
encontrados en los aislados varía desde ninguno hasta siete. Si analizamos
las cepas que presentan plásmidos, las que poseen dos aparecen en una
proporción más elevada que aquellas que tienen mayor número de (5, 6 6
7 plásmidos).
TABLA 18: PROPORCIÓN DE AISLADOS EN RELACIÓN AL NÚMERO DE
PLÁSMIDOS
N0 de plásmidos N0 cepas % cepas
0 44 27,8
1 28 17,7
2 55 34,8
3 12 7,6
4 11 7,0
5 5 3,8
6 1 0,6
7 1 0,6
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4.10.2.- TAMAÑO DE LOS PLÁSMIDOS
El tamaño de los plásmidos presentes en los aislados estaba
comprendido en un rango desde <2,1 kb para el plásmido más pequeño a
>16,2 kb para el más grande. El plásmido cuyo peso molecular está
comprendido entre 2 y 3 kb es el que se encuentra en un mayor número de
aislados.
Podemos establer tres categorías respecto al tamaño de los
plásmidos: - mayores de 16,2 kb
- entre 16,2 kb y 7 kb
- menores de 7 kb
El porcentaje de plásmidos hallados teniendo en cuenta la división
anterior se observa en la Tabla 19.
TABLA 19: PORCENTAJE DE PLÁSMIDOS SEGÚN SU TAMAÑO
Tamaño N0 de plésmidos Porcent~e
7,9>16,2kb 20
16,2-7kb 66 26,2
<7 kb 166 65,9
El 65,9 % de los plásmidos hallados tenían un tamaño menor de 7
kb, por lo tanto son los plásmidos de pequeño tamaño los que encontramos
con mayor frecuencia en nuestro estudio mientras que los de más de 16,2
kb raramente apararecen (7,9%).
La Figura 12 muestra varios perfiles píasmidicos, con plásmidos de
diferentes tamaños, obtenidos de aislados pertenecientes a distintos casos.
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4.10.3.- PERFILES PLASMÍDICOS
El número de perfiles plasmídicos encontrados en los 158 aislados
es alto, 45 de los 46 perfiles se hallan representados gráficamente en la
Figura 13, el perfil 46 corresponde a aquellos aislados que carecen de
plásmidos y que por lo tanto eran no tipificables (NT) por plasmidotipia.
El perfil 2 es el que aparece mayoritariamente entre todas aquellas
cepas que presentaban plásmidos. Tabla 20.
TABLA 20: N0 DE AISLADOS EN LOS DISTINTOS PERFILES PLASMIDICOS
Los porf¡las citados an asía Tabla asíAn roprosoniados an la FIg. 13.
PERFIL’ N’ CEPAS
(N’CASOS>
PERFIL’ N CEPAS
(N’CASos)
PERFIL’ N’ CEPAS II PERFIL’
IN’CASoS>
NCEPAS
irecAso>
-1 2(1) 13 1(1) 25 1<1) 37 2<1)
2 20(9> 14 1(1) 26 1(1) 38 3<1>
3 3(2) 15 5(1) 27 3<2) 39 1(1>
4 3(3) 16 2<1> 28 2(1) 40 2(1)
5 2<2) 17 2(1) 29 1<1) 41 2<1>
6 3(1> 18 1<1> 30 2(1> 42 4(1)
7 5(3) 19 1<1) 31 1(1) 43 2(1)
8 3(2> 20 1<1> 32 1<1> 44 1(1)
9 13(7) 21 1(1) 33 2(1) 45 1(1)
10 1(1) 22 1(1) 34 1(1> 46
(NT>
44
(17>11 2(1> 23 1(1) 35 2(1>
12 3(1> 24 1(1) 36 1(1)
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4.11.- ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO
4.111.- DETERMINACIÓN DE LA ENDONUCLEASA DE RESTRICCIÓN
ÓPTIMA
En la elección de la endonucleasa de restricción más adecuada para
nuestro estudio, por un lado seleccionamos cinco enzimas (Sma 1, Sst II,
Apa l y Pvu II) en base a la proporción de G+C (30-39%> presente en el
cromosoma de Staphylococcus y a la secuencia de corte de las enzimas,
por otro lado basándonos en los resultados obtenidos en los anteriores
marcadores seleccionamos cinco cepas distintas entre los aislados de
nuestra colección. El ADN de las cinco cepas fue digerido con cada una de
las enzimas y el gel obtenido mediante la electroforesis en campo pulsado
se muestra en la Fig. 14.
Después de analizar los perfiles de restricción obtenidos con las
cuatro enzimas, decidimos trabajar can Smal ya que producta un perfil con
una fragmentación de un amplio rango de pesos moleculares, con bandas
claras y en número adecuado. La segunda endonucleasa de elección fue Sst
II.
4A1.2. DETERMINACIÓN DE LAS CONDICIONES DE ELECTROFORESIS
Se realizaron una serie de ensayos iniciales para determinar las
condiciones de electrofaresis y se estableció que utilizando un equipo
CHEF-DR II <Biorad) las condiciones óptimas de electroforesis en campo
pulsado de los ECN son: para un gel de un tamaño de 25x20 cm una
concentración de agarosa deI 1,2%, pulsos de 1 a 35 segundos durante 42
horas a 200 voltios.
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4.11.3.- PERFILES DE RESTRICCIÓN OBTENIDOS POR ELECTROFORESIS
EN CAMPO PULSADO (PFGE>
Con el fin de conseguir una mejor caracterización de los casos (cuyos
resultados obtenidos por la aplicación de los marcadores anteriormente
citados resultaron difíciles de interpretar>, seleccionamos 114 aislados
pertenecientes a 38 casos, cuyo ADN fue digerido con la enzima de
restricción Sma 1. Mediante la electroforesis en campo pulsado obtuvimos
68 perfiles electroforéticos de los cuales 59’eran claramente diferentes y
los nueve perfiles restantes presentaban ciertas diferencias con respecto a
alguno de los anteriores 59 perfiles.
En la Figura 15 podemos ver la representación gráfica de todos los
perfiles electroforéticos obtenidos, donde a cada perfil distinto se le asigné
un número diferente y a perfiles similares el mismo número seguido de
distinta letra.
El número de bandas presentes en los diferentes perfiles
electroforéticos variaba desde 3 hasta 21 bandas. El 79,6% de los 3.
epidermidis presentaban perfiles con un número de bandas igual o superior
a 13. En general, cuando encontrábamos un perfil con un pequeño número
de bandas solía corresponder a las especies 3. haemolyticus (ejemplo Fig.
15 perfil 17) o 3. hominis (ejemplo Fig. 15, perfil 58).
A partir de los 68 perfiles electroforéticos se generó un dendograma
(Fig 16) en el que los coeficientes de similitud de Sorensen entre los
agrupamientos quedan reflejados en la Tabla 21. Cuando el coeficiente de
similitud era inferior a 0,69 los perfiles electroforéticos eran claramente
distintos y pertenecían a cepas no relacionadas, mientras que cuando era
superior a 0,69 los perfiles guardaban ciertas similitudes y pertenecían a
cepas relacionadas. La mayoría de los perfiles encontrados presentaban un
coeficiente de similitud inferior a 0,69. Cepas pertenecientes a distintas
especies de ECN presentaron un coeficiente igual o inferior al 0,48.
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HG 16: DENDROGRAMA DE LOS PERFILES ELECTROFORÉTICOS.
CoefiCiente de s.ilitud
0,05 0,48 0,69 0,84 0,91
&
127
PE(caso)
1(1>
2<3)
27t28>
7(8>
39(38>
22<20)
22b(20)
• 22~20>
22e<21>
29(18)
33(34)
64(47>
RESULTADOS ¶28
TABLA 21: COEFICIENTE DE SIMILITUD DE SORENSEN
Nudo grupol grupo2 Similitud Nudo grupal grupo2 Similitud
1 5 Sa 0.87 36 16 47 0.38
2 6 6. 0.87 37 Nudo 21 48 0.38
3 22a 22c 0.97 38 Nudo 12 Nudo 37 0.36
4 46 48b 0.97 39 Nudo 28 53 0.36
5 28 28a 0.93 40 23 Nudo 32 0.34
6 Nudo 4 46a 0.87 41 20 Nudo 34 0.33
7 57 57. 0.84 42 Nudo 13 Nudo 38 0.33
8 22 22b 0.75 43 Nudo 29 Nudo 11 0.32
9 18 Nudo 6 0.70 44 Nudo 15 27 0.32
10 21 Nudo 5 0.70 45 Nudo 35 Nudo 26 0.31
11 Nudo 8 Nudo 3 0.69 46 Nudo 19 Nudo 22 0.31
12 Nudo 9 49 0.60 47 Nudo 42 Nudo 23 0.29
13 Nudo 1 60 0.64 48 31 68 0.29
14 8 37 0.52 49 Nudo 47 Nudo 39 0.28
15 1 2 0.50 50 Nudo 24 Nudo 41 0.28
16 12 13 0.50 61 Nudo 27 43 0.28
17 51 56 0.60 62 Nudo 46 Nudo 45 0.27
18 40 52 0.48 53 Nudo 33 Nudo 40 0.27
19 Nudo 2 14 0.48 54 NudoSO Nudo 49 0.26
20 9 59 0.47 55 Nudo 64 Nudo 16 0.24
21 45 55 0.47 56 Nudo 44 Nudo 43 0.24
22 25 36 0.46 57 Nudo 56 Nudo 52 0.22
23 32 34 0.46 58 Nudo 51 11 0.22
24 3 26 0.44 69 Nudo 57 Nudo 53 0.20
25 33 54 0.44 60 Nudo 56 Nudo 30 0.20
26 Nudo 10 Nudo 7 0.43 61 NudoSO Nudo 36 0.19
27 4 Nudo 20 0.43 62 Nudo 60 Nudo 69 0.18
28 15 36 0.42 63 Nudo 62 Nudo 31 0.18
29 7 39 0.41 64 Nudo 63 Nudo 61 0.16
30 29 Nudo 25 0.41 65 Nudo 64 Nudo 48 0.10
31 24 44 0.40 66 Nudo 65 10 0.08
32 30 Nudo 17 0.40 67 Nudo 66 17 0.05
33 18 42 0.39
34 Nudo 18 41 0.39
35 Nudo 14 38 0,38
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4.12- VALORACIÓN MICROBIOLÓGICA DE LOS CASOS
Los datos obtenidos por la aplicación de los distintos marcadores
fueron analizados conjuntamente para valorar desde un punto de vista
microbiológico los 52 casos estudiados, determinando si los ECN aislados
de distintos hemocultivos de un mismo paciente eran una misma cepa o si
por el contrario eran cepas diferentes. Esta información nos permitirla
establecer Ja significación clínica de dichos microorganismos. Tabla 22.
Con el fin de comprender mejor la Tabla 22 aclararemos que:
1.- Los datos de la Tabla 22 complementan a los de la Tabla 4
(páginas 45-53), de manera que mientras la Tabla 4 detalla los datos
clínicos de cada caso, la Tabla 22 muestra los datos conseguidos en el
laboratorio por la aplicación de los distintos marcadores epidemiológicos.
2.- El significado de las siglas utilizadas en la tabla es el siguiente:
PF: patrón de fagotipia, PR: patrón de fagotipía inversa, PFA: patrón de
fagotipia con fagos adicionales, PFisk: Patrón de Fisk, PRA: patrón de
resistencia a antimicrobianos, PP: perfil plasmidico, PFGE: perfil obtenido
por campo pulsado, NT: no tipificable, ND: ADN no digerido, SOMBREADO:
sin dato debido a que no se aplicó el marcador correspondiente.
3.- El hecho de que no se pudieran exponer en una misma tabla los
patrones y perfiles obtenidos por los diferentes marcadores, nos llevó a
realizar una codificación en la que se dió un número a cada uno de estos
patrones o perfiles. Los códigos y sus descripciones están recogidos en las
páginas: - pág. 101, patrones de fagotipia.
- pág. 105, patrones de fagotipia inversa.
- pág. 108, patrones con el juego de fagos adicionales.
- pág. 109, patrones de Fisk.
- pág. 112 a 114 patrones de resistencia a antimicrobianos.
- pág. 120 perfiles plasmídicos.
- pág. 124 a 126 perfiles electroforéticos de campo pulsado.
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4.12.1.- CRITERIOS SEGUIDOS EN EL LABORATORIO PARA DETERMINAR
CUANDO DOS CEPAS SON IGUALES
Los criterios seguidos en la Tabla 22 para valorar los datos
microbiológicos y establecer si dos cepas eran idénticas o distintas fueron
los siguientes:
1.- Como norma general hemos considerado que dos cepas son
idénticas cuando presentan los mismos patrones en todos los marcadores.
Ejemplo: caso 23.
2.- Para valorar los patrones de fagotipia seguimos la regla de “las
dos diferencias” propuesta por Williams y Rippon (1952) y adoptada por el
subcomité de fagotipia de Staphylococcus (Blair y Williams, 1961), según
la cual dos patrones fueron considerados el mismo cuando presentaban los
mismos efectos o una discrepancia de menos de dos diferencias
significativas. E¡emplo: caso 27.
3.- Respecto a los patrones de resistencia a antimicrobianos y los
perfiles plasmidicos aunque en general resultaron de gran utilidad, en
algunos casos era difícil su interpretación ya que las cepas adquieren y
pierden plásmidos con gran facilidad y también adquieren resistencias
debido a la presión hospitalaria a la que están sometidas. Este hecho nos
llevó a considerar dos cepas como idénticas cuando a pesar de presentar
ciertas diferencias en los perfiles plasmídicos o en los patrones de
resistencia a antimicrobianos, presentaban los mismos patrones en el resto
de los marcadores. Ejemplo: caso 31.
4.- De todos los marcadores utilizados, los datos obtenidos por
campo pulsado nos permitieron establecer una mejor caracterización de las
cepas. Basándonos en los datos conseguidos por los demás marcadores
junto con los datos obtenidos por campo pulsado establecimos la siguiente
clasificación de los aislados:
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- Cepas que presentaban un coeficiente de similitud de 1 fueron
consideradas cepas idénticas. Ejemplo: caso 2.
- Cepas con un coeficiente de similitud entre 0,97 y 0,84 fueron
consideradas cepas relacionadas (estrechamente relacionadas).
Ejemplo: caso 51.
- Cepas con un coeficiente de similitud entre 0,84 y 0,69 fueron
consideradas como posiblemente relacionadas. Ejemplo: caso 20.
- Cepas con un coeficiente de similitud inferior al 0,69 fueron
consideradas distintas. Ejemplo: caso 4.
Como hemos expresado anteriormente en este punto del estudio
nuestro objetivo era averiguar si los ECN, obtenidos de distintos
hemocultivos de un mismo enfermo, eran una única cepa o cepas distintas.
Para alcanzar el citado objetivo, a todos los aislados se les realizó
fagotipia, fagotipia inversa, resistencia a antimicrobianos y plasmidotipia.
Con los datos obtenidos de estos marcadores en algunos casos se pudo
determinar si los ECN pertenecientes a cada caso eran o no una única cepa.
Casos: 1, 10, 15, 22, 32, 33, 43, 49 y 50.
En el resto de los casos con los datos de estos marcadores era difícil
dar una valoración, por lo que fue necesario la aplicación de otros
marcadores. De esta manera, cuando añadíamos los datos obtenidos por
la fagotipia con fagos adicionales, conseguíamos determinar si los aislados
de ECN de algunos casos eran idénticos o distintos; un ejemplo de esto es
el caso 24. Cuando además agregamos los datos conseguidos con el Fisk
se podía establecer en algunos casos si los aislados eran idénticos o no,
como por ejemplo ocurre con el caso 29.
El alto porcentaje de cepas no tipificables obtenidas por las distintas
técnicas de fagotipia, hizo que en algunos casos para poder realizar una
valoración microbiológica fuera necesario la aplicación de todos los
marcadores, incluido campo pulsado. Como ejemplo podemos ver en el
caso 34.
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4.¶ 2.2.- DESCRIPCIÓN DE LAS DISTINTAS SITUACIONES ENCONTRADAS
AL VALORAR LOS CASOS DESDE UN PUNTO DE VISTA
MICRO BIÓLOGICO.
Siguiendo el criterio microbiológico utilizado para determinar el
agente etiológico de la bacteriemia <según el cual cuando de un mismo
enfermo se obtienen una serie de distintos cultivos positivos y en todos
ellas se aísla el mismo ECN, éste es considerado como patógena, mientras
que si después de un primer cultivo positivo los siguientes cultivos son
negativos o en caso de ser positivos se aísla un microorganismo diferente
al ECN del cultiva inicia> entonces se habla de contaminación) se analiza
conjuntamente la información clínica y los datos que obtuvimos en el
laboratorio. Vemos que desde el punto de vista del laboratorio los casos
pueden ser agrupados en distintos tipas de situaciones, pudiéndose
establecer la siguiente clasificación:
- A. Casos aue oresentan un único episodio de bacteriemia
.
De los 52 casos estudiados en la Tabla 22, 45 casos presentaron un
único episodio de bacteriemia, presentándose entre ellos diferentes
circunstancias que detallamos a continuación:
- AA.: 27 fueron casos de bacteriemia con un episodio en el que el
ECN aislado es considerado patógeno. A esta situación pertenecen
los casos 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 13, 16. 17, 19, 20, 23, 24, 25, 27,
31, 32, 33, 34, 35, 38, 40, 48, 49, 50 y 51.
- A2,: 5 fueron casos de bacteriemia con un episodio en el que
además del agente etiológico de la bacteriemia se aíslan uno o más
ECN que son considerados posibles contaminantes. Casos 18, 21,
30, 46, 47.
- A3¿ Hay un único caso de bacteriemia con un episodio en el que
se aíslan simultáneamente dos ECN distintos que son considerados
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patógenos. Caso 52 (en el que hablaríamos de una infección mixta
producida por S. hominis y 3. epiderrnidis>.
- A.4¿ 12 fueron casos de bacteriemia con un único episodio, en los
que con los resultados microbiológicos no pudimos determinar si los
ECN aislados eran o no eran contaminantes. Casos 4, 10, 12, 15,
26, 28, 36, 39, 41, 43, 44, 45.
- B. Casos aue oresentan más de un episodio de bacteriemia
.
A continuación describimos siete casos en los que se encontró más
de un episodio de bacteriemia.
- Caso 8: en el primer episodio (8) el ECN patógeno es un 3. hominis,
en el segundo episodio (8’> el ECN patógeno es un Sepídermidis,
estafilococo que volvemos a encontrar en el tercer episodio <8”>
junto con otro 3- epidermidis que consideramos como un posible
contaminante.
- Caso 11: presenta dos episodios, en el primer episodio <11>
aparecen dos 3. epidermidis, uno es considerado patógeno y el otro
como posible contaminante. En el segundo episodio <11’> vuelven a
hallarse dos 3. epidermidis, uno patógeno <que es distinto de el del
episodio anterior> y otro posible contaminante.
- Caso 14: en el que hay dos episodios en los cuales la bacteriemia
está producida por un 3. epidermidis distinto.
- Caso 22: en el que con los datos obtenidos en el laboratorio no
hemos podido determinar cUal era el ECN causante de la bacteriemia.
Caso 29: que presenta tres episodios, en cuyo primer episodio se
aísla junto con un posible contaminante, un 3. epidermidis que es
considerado patógeno y que persiste durante el segundo <29’> y
tercer episodio (29”>.
- Caso 37: con dos episodios, en el primero <37> la bacteriemia está
producida por un 3. epidermidis y en el segundo (37’> par un 8.
haemolyticus-
- Caso 42: con cuatro episodios, en cuyo primer episodio (42) con
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los datos de laboratorio no pudimos determinar si los 3. epidermidis
aislados eran agentes patógenos o contaminantes. En el segundo
episodio (42’> se aísla un 3. epidermidis que es considerado patógeno
y que se vuelve a aislar en el cuarto episodio <42”’>, mientras que la
bacteriemia del tercer episodio <42”> es causada por otro 3.
epidermidis distinto del anterior.
Como vemos en los resultados anteriormente expuestos, con el
análisis de los datos microbiológicos, en 39 <75%> de los 52 casos
estudiados un ECN fue considerado como el agente etiológico de la
bacteriemía.
4.12.3. PORCENTAJES DE CASOS EN LOS QUE CON LA APLICACIÓN
SUCESIVA DE LOS MARCADORES EPIDEMIOLÓGICOS SE HAN
PODIDO ESTABLECER SIMILITUDES Y DIFERENCIAS ENTRE
AISLADOS DE UN MISMO PACIENTE.
Una vez que consideramos que todos los casos estaban
adecuadamente caracterizados, analizamos globalmente el hecho de que
con la aplicación sucesiva de los distintos marcadores ibamos obteniendo
nueva información que nos permitía ir aumentando el número de casos en
los que se podían establecer si distintos aislados pertenecientes a un mismo
paciente eran o no la misma cepa. Encontramos que dicha relación
epidemiológica se pudo determinar en 16 <30,8%) casos con el análisis de
los patrones de las distintas técnicas de fagotipia; y en 17 casos más
cuando añadíamos los patrones de resistencia a antimicrobianos, lo que
hacía un total de 33 <63,5%> casos; cuando a los anteriores marcadores
añadíamos los patrones plasmídicos en 9 casos más, lo que constituía un
42 <80,8%> de los casos, establecíamos las similitudes y diferencias; y
cuando por último añadíamos los patrones obtenidos por PFGE las
relaciones epidemiológicas quedaban claras en los 10 casos restantes, por
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lo que en este punto en los 52 (100%) casos se pudo establecer si los ECN
aislados de hemocultivos de un mismo enfermo eran una única cepa o
cepas diferentes. Estos datos están reflejados en la Tabla 23.
TABLA 23: CARACTERIZACIÓN DE LOS CASOS ESTABLECIENDO
SIMILITUDES Y DIFERENCIAS ENTRE AISLADOS DE UN
MISMO ENFERMO MEDIANTE LA APLICACIÓN DE
MARCADORES EPIDEMIOLÓGICOS
Técnicas Nuevos casos
caracterizados
Total casos
caracterizados
16(30,8%)Fagotipias 16 (30,8%>
Fag+Antib. 17 <32,7%> 33(63,5%>
Fag. + Antib. + Plasm. 9 (17,3%) 42(80,8%)
Fag. +Antib. +Plasm. + PFGE 10 <19,2%> 52 (1~%>
Fag.: Fagotipias. Antib: Antibiotipia. Pasm.: Plasrnidotipia. PFGE:
Electroforesis en campo pulsado.
4.13.- COMPARACIÓN ENTRE LA VALORACIÓN CLÍNICA Y LA
VALORACIÓN MICROBIOLÓGICA
Como hemos visto el carácter patógeno o contaminante de los ECN,
ha sido establecido en este estudio en base a dos criterios, por un lado en
base a criterios clínicos y por otro a nuestros datos microbiológicos. Al
comparar la valoración clínica y nuestra valoración microbiológica sobre la
patogenicidad de los ECN encontramos las siguientes situaciones:
- En 34 casos existe una concordancia entre el criterio dado par el -
clínico y nuestro criterio microbiológico:
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- En 30 de los 34 casos el ECN aislado ha sido considerado
como agente etiológico de la bacteriemia por ambos criterios.
Tabla 22, casos: 3, 6, 7, 8, 9, 11, 14, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 23, 24, 25, 29, 31, 32, 33, 34, 37, 38, 40, 46, 48, 49,
50, 51, 52.
- En 4 de los 34 casos, el ECN aislado fue considerado sin
significación clínica por el clínico, corroborándose este criterio
por los datos obtenidos en el laboratorio. Tabla 22, casos: 4,
10, 43 y 45.
En 6 casos los datos de laboratorio ayudan al clínico a decantarse
acerca de la significación clínica del ECN aislado de sangre, ya que
en todos estos casos conseguimos identificar cual era el ECN
responsable de la bacteriemia. Tabla 22, casos: 1, 13, 27, 30, 35 y
42.
En 3 de los 52 casos existía un desacuerdo entre la valoración dada
por el clínico y la nuestra dada en base a los datos obtenidos en el
laboratorio, De manera que mientras para el clínico los ECN aislados
de estos tres casos carecían de significación clínica, en el laboratorio
las cepas de ECN aisladas de los sucesivos hemocultivos eran
idénticas. Tabla 22, casos: 2, 5 y 47.
En los nueve casos restantes los datos de laboratorio no nos
permitieron establecer si los ECN tenían o no tenían significación
clínica.
- En 8 de los 9 casos el clínico consideró al ECN aislado coma
patógeno, no pudiéndose corroborar esta valoración con los
datos microbiológicos. Tabla 22, casos: 12, 15, 26, 28, 36,
39, 41 y 44.
- En 1 de los 9 casos el clínico presentaba dudas acerca del
carácter patógeno del ECN, dudas que no pudieron ser
aclaradas con los datos de laboratorio. Tabla 22, caso 22.
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Como conclusión diremos que los datos obtenidos en el laboratorio
nos permitieron determinar si un ECN tenía o no significación clínica en 43
casos, lo que supone el 82,7% de los casos estudiados. De los 43 casos,
en tan solo tres casos existía un desacuerdo entre el criterio dado por el
clínico y el criterio obtenido en base a los datos del laboratorio, es decir,
que en tan sólo un 7% de los casos se han encontrado discrepancias entre
el criterio clínico y microbiológico.
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5.-DiSCUSiÓN
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Hasta la década de los 70, tanto clínicos como microbiólogos
generalmente consideraron a los ECN como contaminantes y únicamente
3. aureus era considerado como patógeno dentro de las especies
estafilocócicas. Es en las últimas dos décadas cuando se han realizado
considerables progresos tanta en la clasificación de los estafilococos como
en el desarrollo de los métodos de tipado; progresos que han permitido a
la comunidad médica estar más al corriente acerca de la gran variabilidad
de especies clínicas de ECN y aumentar la credibilidad de que éstos
organismos son agentes etiológicos de una variedad de enfermedades.
Actualmente los ECN son considerados como microorganismos
patógenos oportunistas causantes de infecciones nosocomiales. Al analizar
la evolución de los distintos tipos de infecciones nosocomiales, según los
informes NNIS, desde 1980 se ha producido un aumento progresivo de las
bacteriemias (Emori y Gaynes, 1993); siendo los ECN los principales
agentes etiológicos de este tipo de infección nosocomial <Emori y Gaynes,
1993; EPINE, 1992). Fue este aumento significativo de las bacteriemias lo
que nos llevó a estudiar todos los aislados de ECN enviados por el Hospital
Valí d’Hebron durante 1991 que pertenecían a casos de bacteriemia en los
que se disponía de ECN aislados de diferente hemocultivos de un mismo
paciente, así como de la información clínica del mismo, con el fin de
conseguir una buena caracterización tanto de los aislados como de los
casos, para así poder establecer desde el punto de vista microbiológico si
el ECN presente en el hemocultivo era el agente etiológico de la
bacteriemia.
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5.t- VALORACIÓN DE LOS DATOS CLÍNICOS DE LOS CASOS
ESTUDIADOS
.
Al analizar los informes clínicos de los pacientes de nuestro estudio
comprobamos que los ECN se aislaban del mismo tipo de pacientes que se
describen en otros estudios <Kloos y Bannerman, 1994>: pacientes con
rotura de la barrera natural de la piel, pacientes con dispositivos
implantados como prótesis, catéteres, etc., pacientes
inmunocomprometidos y/o con severa enfermedad de base y neonatos.
Cuando analizamos la distribución de los casos de bacteriemia en el
hospital Valí D’Hebron basándonos en las cinco grandes áreas de asistencia
establecidas en el informe EPINE <1992), observamos que en este hospital
de los 52 pacientes ingresados durante 1991 en cuyos hemocultivos se
aislaron ECN, el mayor porcentaje de pacientes fue ingresado en el área de
cirugía, seguido de pediatría, atención intensiva y medicina. Mientras que
en la distribución dada por los informes NNIS <1991> y EPINE (1992) vemos
que tas bacteriemias aparecen en una mayor proporción en el área de
pediatría, seguida de atención intensiva, medicina y cirugía; además en
pediatría las bacteriemias aparecen con una mayor frecuencia que otro tipo
de infecciones como las del tracto urinario, tracto respiratorio, etc. - Al
comparar todos estos datos se deduce que las bacteriemias tienen especial
relevancia en el área de pediatría.
En los datos publicados acerca de la distribución de las especies de
los ECN, está descrito que 3. epidermidis, 3. haemolyticus y 3. hominis son
por ese orden las tres especies de ECN más frecuentemente halladas en los
aislados clínicos (Kleeman y cols, 1993>. Al estudiar la distribución
porcentual de los ECN aislados en nuestros hemocultivos encontramos que
al igual que en otros trabajos publicados (Neumeister y coK, 1995>, 3.
epidermidis fue la especie que se aisló con mayor frecuencia, y en menor
proporción también se aislaron 3. haemolyticus y 3. hominis.
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52- VALORACIÓN DE LOS MARCADORES FENOTIPICOS EN EL ANÁLISIS
DE LOS AISLADOS DE ECN
521- ANÁLISIS DE LOS AISLADOS POR FAGOTIPIA
Al contrario de lo que ocurre con 3. aureus, en los estafilococos
coagulasa negativos no existe un juego de fagos internacionalmente
admitido , aunque algunos Laboratorios de Referencia de Estafilococos
utilizan este marcador. En la actualidad, los juegos de fagos más usados en
la fagotipia de los ECN son el de “Dean y Williams”, juego mixto compuesto
por fagos ingleses y holandeses (en el que 10 fagos fueron aislados por
Dean y cols(1 973>, 9 fagos fueron aislados por Verhoef y colsIl 971) y un
fago aislado en el Central’Public Health Laboratory> <De Saxe y Notley,
1978) y el juego de Pulverer y cols. <1975, 1976>.
Antes de realizar la fagotipia en nuestro estudio, por los datos que
había publicados, sabíamos que esta técnica era altamente reproducible
<Dryden y cols, 1992). Que con su utilización íbamos a encontrar un alto
porcentaje de aislados de ECN no tipificables (Rosdahí y cols, 1990; Jarlev
y cols., 1992>. Que la tipabilidad aumentaba cuando la fagotipia se
realizaba tras el crecimiento de los cultivos con calor a 48~C (Dowset y
cols, 1984> y cuando se realizaba al 1000 RTD (De Saxe y Notley, 1978>.
Que para incrementar la tipabilidad era conveniente utilizar otros fagos
además de los fagos de un único juego, de manera que trabajamos con un
gran número de fagos. <Vandenesch y cols., 1993; De Saxe y Notley,
1978>. Que el juego de fagos de Pulverer aunque proporciona una buena
tipabilidad, con él se obtiene un limitado número de patrones por lo que su
poder discriminatorio no es satisfactorio <De Saxe y cols., 1981>. Que la
actividad de los fagos puede presentar algunas limitaciones geográficas, lo
que hace que los juegos de fagos no sean generalmente intercambiables
<Fr¡dhandíer y cols., 1978>. La baja proporción de tipabilidad obtenida en
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Estados Unidos con los fagos de 2•Dean a Williams” <Talbot y Parisi, 1976;
Blouse y coK, 1975> y las diferencias en los porcentajes de tipabilidad en
los cultivos de diferentes ciudades europeas con los fagos de Pulverer
apoyan esta teoría.
Basándonos en todos los datos anteriormente expuestos y tratando
de conseguir los mejores resultados posibles con la fagotipia decidimos
realizar la fagotipia al 1000 RTD, tras el crecimiento de los cultivos a 480C,
usando el juego de fagos de “Dean y Williams” ya que era el que mayor
poder discriminatorio presentaba. Para paliar las posibles Jimitaciones en la
actividad de los fagos del citado juego por cuestiones geográficas, usamos
también un juego de fagos autóctono (Martín de Nicolás,y cols. 1990). Al
analizar la proporción de tipabilidad obtenida con el juego de fagos de
“Dean y Williams”, mientras que en la bibliografía se describe que de un
18,8% a un 20% de los aislados son tipados por los fagos del citado juego
<Jarlevycols., 1992; Drydenycolt, 1992> en nuestro estudio obtuvimos
un ligero aumento de la tipabilidad <24,7%>, este aumento en la tipabilidad
probablemente se deba a que la fagotipia se realizó al 1000 RTD tras
tratamiento con calor. El porcentaje de aislados caracterizados por fagotipia
con el juego autóctono fue un poco mayor que el obtenido con el de “Dean
y William?’ (26,6%>, mientras que dicho porcentaje aumentó hasta ‘un
34,8% al utilizar conjuntamente ambos juegos de fagos. Estos datos
apoyan por un lado la teoría de las limitaciones geográficas en la actividad
de los fagos y por otro la necesidad de trabajar con el mayor número de
fagos posible para incrementar la tipabilidad.
La baja tipabilidad de los aislados puede explicarse por varios tipos
de mecanismos:
- presencia de cápsula en las cepas.
- fallos en la adsorción del fago a la pared.
- actuación de las endonucleasas de restricción de la cepa.
- inmunidad lisogénica.
La presencia de cápsula en las cepas afectaría a su susceptibilidad
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hacia los fagos, pero el crecimiento de las cepas a alta temperatura impide
la formación de la cápsula <Lorian y cols, 1985). Como la fagotipia se
realiza con un tratamiento con calor, supuestamente se habría impedido la
formación de la cápsula por lo que esta causa por si sola no justificarla los
bajos porcentajes de tipabilidad. Además Sompolinsky y cols. (1985>
describieron cepas capsuladas tipificables y no tipificables, entonces la
presencia de cápsula no afectaría a la susceptibilidad de la cepa por los
fagos, a no ser que las cepas capsuladas se tipifiquen debido a la existencia
de poblaciones heterogéneas. Las endonucleasas de restricción parecen
eliminarse por tratamiento térmico, al haberse realizado la fagotipia a 48 oc,
este no debería ser el problema a menos que se haya producido una
incompleta destrucción de las endonucleasas de restricción. Entonces la
baja tipablidad podríamos explicarla por un efecto de inmunidad lisogénica
debida a la presencia de profagos (Rosdahí y cols., 1990> o de plásmidos,
ya que los plásmidos pueden llevar genes que controlan la adsorción de los
fagos (Schaefler, 1972>.
Al analizar la fagotipia con el juego de fagos combinado, constituido
por los fagos de ‘Dean y William?’ y los de Martin de Nicolás, hemos
encontrado numerosos patrones fágicos <30 patrones en un total de 55
aislados tipificados), existiendo pocas cepas que comparten el mismo
patrón de fagotipia; lo que nos permite afirmar que el poder discriminatorio
del juego de fagos combinado es alto- Cuando dividimos los patrones
fágicos en cortos, intermedios y largos de acuerdo con el criterio de
Richardson y Marpíes <1987), los patrones cortos fueron los más
frecuentes al igual que se describe en el trabajo de Martín de Nicolás y cols.
<1990>.
En el juego de fagos de “¡Jean y Williams” el fago que mostraba una
mayor frecuencia de reacción con los diferentes aislados fue el 471A
seguido del 456 y 459, mientras que en el juego autóctono fue el fago
90341 seguido del 90340 y 90338- La razón por la que un fago tiene
mayor potencia que otro no es bien conocida, probablemente sea debida a
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una cuestión relacionada con los receptores del bacteriófago en las cepas,
bien por la naturaleza química de los mismos o por alteraciones en el
componente lipidico de la pared celular de las cepas de manera que la
absorción de los fagos difiere de una cepa o otra y por lo tanto se obtiene
una frecuencia de reacción cuyo valor varía de un fago a otro. Al estudiar
las frecuencias de reacción de los distintos fagos hemos observado que
tanto en el juego de “Dean y William?’ como en el autóctono hay unos
fagos que respecto a su capacidad de reacción están estrechamente
relacionados y actúan como si fueran un bloque, de manera que cuando un
fago produce una reacción también la suelen producir los otros fagos
asociados a él. Así en el juego de “¡Jean y Wilíiams” los fagos 456, 459 y
471A suelen actuar en bloque; mientras que en el autóctono habría dos
bloques de actuación, uno constituido por los fagos 90338, 90340, 90341
y otro por 90509, 43763, 43785. Por el hecho de que mantener los fagos
con un título adecuado para realizar la fagotipia resulta un trabajo laborioso
y que el dispensador de fagos de Lindwell <1959> distribuye 25 fagos, se
simplificaría mucho el trabajo si el juego de fagos combinado estuviera
constituido por 25 fagos, por lo que proponemos que dicho juego esté
compuesto por los 20 fagos de Dean y Williams <puesto que es el juego que
se utiliza en otros Laboratorios de Referencia de Estafilococos como el de
Inglaterra o Dinamarca, siendo entonces posible la comparación de nuestros
resultados con los obtenidos en otros paises) y los 5 fagos del juego
autóctono: 89904, 90319, 90341, 90352 y 90509, la selección de estos
fagos la hemos realizado eligiendo aquellos fagos que presentaban una
mayor frecuencia de reacción y seleccionando un único fago de aquellos
que actuaban en bloque.
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52.2.- ANÁLISIS DE LOS AISLADOS POR FAGOTIPIA INVERSA
Según Marplesy cols. <1978> la fagotipia en los ECN no proporciona
una buena tipabilidad, sobre todo en el caso de cepas multirresistentes, por
lo que la fagotipia inversa podría ser de gran valor para el estudio de los
aislados de ECN.
El bajo porcentaje de tipabilidad obtenido con la fagotipia y el criterio
de Marpíes y colsdlS78> anteriormente expuesto, nos llevó a aplicar la
fagotipia inversa a nuestros aislados. En esta técnica se utilizaron las cepas
propagadoras del juego de “¡Jean y Williams” y las del juego autóctono. El
porcentaje de aislados que se tiparon por esta técnica con las cepas
propagadoras de “Dean y Williams’ fue del 22,8%, este porcentaje fue del
17,7% con las del juego autóctono, mientras que al realizar la fagotipia
inversa con las cepas de ambos juegos de fagos se obtuvo un ligero
aumento de la tipabilidad llegándose a tipar un 25,3% de los aislados.
Al igual que ocurría en la fagotipia, con la fagotipia inversa también
obtuvimos un bajo porcentaje de tipabilidad, resultado que concuerda con
el obtenido en otros trabajos (Dryden y cols, 1992>. Este bajo porcentaje
de tipabilidad podrían explicarse bien porque no sea muy frecuente la
presencia de profagos en los aislados de ECN o bien porque con la técnica
no consigamos liberar los profagos de todos los aislados con lo que los
fagos lisogénicos no se convertirían en líticos.
El número de patrones fágicos conseguidos con esta técnica, al igual
que ocurría con los obtenidos en la fagotipia, es elevado <23 patrones en
un total de 40 aislados tipificados), lo que indica un alto poder
discriminatorio. Siendo los patrones largos los más frecuentes.
La fagotipia inversa es un marcador altamente reproducible y
discriminatorio, y aunque proporciona una baja tipabilidad, la valoración
conjunta de los patrones fágicos de fagotipia y fagotipia inversa nos va a
permitir establecer similitudes y diferencias entre aislados relacionados.
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5.23- ANÁLISIS DE LOS AISLADOS MEDIANTE LA FAGOTIPIA CON EL
JUEGO DE FAGOS ADICIONALES
Con el fin de contrarrestar el posible efecto de una menor actividad
de los fagos debido al tipo de población e intentar aumentar la proporción
de tipificación de los aislados, realizamos la fagotipia con un juego de fagos
adicionales constituido por cinco fagos obtenidos por inducción a partir de
cinco de las de cepas de este estudio.
Los fagos fueron obtenidos induciendo los profagos en cinco de
nuestras cepas de ECN. A pesar de que estos fagos habían dado en la
fagotipia inversa un gran efecto lítico, en la mayoría de las cepas
propagadoras del juego de fagos de “Dean y Williams” y autóctono tan sólo
un 20,7% de los aislados fueron sensibles a algún fago del juego adicional.
Como vemos, el porcentaje de tipabilidad obtenido con el juego de
fagos adicionales es bajo y bastante similar al de la fagotipia con el juego
de fagos combinado y fagotipia inversa. Pero en contra de lo que ocurría
con las técnicas anteriormente citadas, el número de patrones obtenidos
por la fagotipia con el juego de fagos adicionales es pequeño y en
consecuencia existen varias cepas que comparten un mismo patrón de
fagotipia por lo que su poder discriminatorio es menor que el conseguido en
las otras fagotipias.
5L4. ANÁLISIS DE LOS AISLADOS MEDIANTE LA TÉCNICA DE FISK
Como ocurre en el resto de las técnicas de fagotipia, mediante esta
técnica conseguimos tipificar un bajo porcentaje de ECN <23,6%> y al igual
que en la fagotipia con los fagos adicionales el número de patrones
obtenidos con la técnica de FISK es pequeno.
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Resumiendo todos los datos obtenidos dei análisis de los aislados
mediante las distintas técnicas de fagotipia, diremos que con todas las
técnicas se obtuvieron bajos porcentajes de tipabilidad y fue la fagotipia
con el juego de fagos combinado la que mayor tipabilidad proporcionó,
siendo esta técnica junto con la fagotipia inversa las que mayor poder
discriminatorio presentaron. Además cuando valoramos conjuntamente los
fagotipos obtenidos con todas las técnicas de fagotipia, conseguimos
establecer similitudes y diferencias entre aislados pertenecientes a un
mismo paciente en 16 (30,8%> de los casos.
525.- ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD DE LOS AISLADOS A LOS
ANTIMICROBIANOS
Al analizar los datos obtenidos del estudio de sensibilidad de todos
nuestros ECN frente a 14 antimicrobianos encontramos, como era de
esperar, una alta proporción de ECN resistentes a los $-lactámicos
obteniendo valores del 97,4% de resistencia a penicilina, del 84,1 % a
cloxacilina y del 58,3% a cefotaxima. Aunque en nuestros datos las
resistencias a los $-lactámicos son más elevadas que las descritas en el
tercer estudio multicéntrico español (Diaz y cols., 1994>, nuestros
porcentajes de resistencia concuerdan con los publicados por otros autores
como demuestra el estudio de bacteriemias causadas por ECN realizado por
Jones y cols. (1989> donde la mayoría de los aislados eran 3. epidermidis
y el 78% de los ECN fueron resistentes a la oxacilina. En otro estudio se
describe un parcentaie del 84% de resistencia a meticilina en 8. epidermidis
<Karchmer y cols., 1983). Según Archer y cols.(1994) los porcentajes de
aislamientos resistentes a la meticilina son mayores si la evaluación de la
susceptibilidad está únicamente referida a 3. epidermidis, lo cual podría
explicar nuestra elevada proporción de resistencia a la cloxacitina en
comparación con la del estudio multicéntrico español, puesto que en
nuestro estudio el 87% de los ECN eran 3. epidermidis mientras que en el
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estudio multicéntrico esta especie representaba el 60% de los ECN
estudiados.
Por otro lado, en nuestros datos encontramos una gran proporción
de aislados multirresistentes y observamos que la resistencia a la cloxacilina
va asociada a la resistencia a otros grupos de antibióticos además de los
$-lactámicos. Archer y Climo <1994), describen este hecho en su trabajo
en el que una alta proporción de los 3. epidermidis resistentes a la oxacilina
y causantes de bacteriemias son multirresistentes presentando resistencias
a eritromicina, clindamicina, gentamicina y otros antibióticos. El hecho de
que los ECN sean microorganismos nosocomiales resistentes a una gran
variedad de antibióticos hace que sean considerados como un importante
reservorio de genes de resistencia en el medio hospitalario <Archer, 1988).
Como era de esperar, no encontramos resistencias a la vancomicina.
Aunque ya se han descrito algunas resistencias clínicas a este glicopéptido
en 3. /iaemolyticus <Veach y cols., 1990>. El conjunto de los ECN continúa
siendo susceptible a la vancomicina <Archer y Climo, 1994> por lo que es
el antibiótico de elección utilizado en el tratamiento de los ECN resistentes
a meticilina y multirresistentes.
En su revisión de la susceptibilidad antimicrobiana de los ECN, Archer
y Climo <1994> describen a estos microorganismos como altamente
susceptibles a la tetraciclina, rifampicina y ciprofloxacina, datos que
concuerdan con los bajos porcentajes de resistencia de nuestros aislados
frente a estos antibióticos.
El hecho de que la mayoría de nuestros aislados sean
multirresistentes es debido a dos causas, por un lado a que la mayoría de
nuestros aislados eran 3. epidermidis y está descrito que esta especie es
uno de los cocos gram positivos que muestra con gran frecuencia
resistencia a muchos de los agentes antimicrobianos. Por otro lado a que
todas nuestros ECN fueron aislados de pacientes y está demostrado que los
ECN aislados del medio hospitalario son más resistentes que los de
portadores sanos <Parisi, 1985>, lo cual podría ser explicado por la
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existencia de una interrelación compleja entre la terapia antibiótica y la
adquisición de resistencias a antibióticos por parte de las bacterias en la
infección nosocomial, en la que el uso de agentes antimicrobianos tiende
a crear una presión selectiva que favorece la aparición de microorganismos
resistentes y predispone a los pacientes a ser colonizados por tales
microorganismos. <Emori y Gaynes, 1993).
Cuando hicimos el análisis de los resultados de la sensibilidad a los
antimicrobianos desde el punto de vista de un sistema de tipado
encontramos que con la antibiotipia todos los aislados fueron caracterizados
y obtuvimos 66 patrones. Patrones que junto con los de fagotipia nos
proporcionaron una mejor caracterización de los aislados permitiéndonos en
33 casos <63.5%> establecer similitudes y diferencias entre aislados
relacionados. Al relacionar los patrones de fagotipia con los de resistencia
a antimicrobianos vemos que aquellos aislados que eran multirresistentes
resultaban generalmente no tipificables por las técnicas de fagotipia,
fenómeno que también ha sido descrito por Rosdahí y cols. <1990>.
Existen criticas a la antibiotipia como sistema de tipado, una de ellas
es el efevado número de patrones que se obtienen y junto con el hecho de
que muchos de los aislados son multirresistentes, hace difícil la evaluación
de los patrones <Smith y cols, 1982). Además la expresión de resistencias
a antimicrobianos en algunas cepas de ECN puede ser inestable <Mickelsen
y cols. 1985), hecho que se debe a múltiples mecanismos genéticos uno
de los cuales es la presencia de plásmidos portadores de genes que
codifican para la resistencia a antibióticos, plásmidos que son muy
inestables y al igual que se pierden con facilidad también pueden ser
adquiridos por conjugación dando lugar a distintos patrones de resistencia
en cepas con idéntico cromosoma. <Maslow, 1993; Hall, 1987H’or otro
lado, aislados no relacionados pueden tener el mismo patrón de resistencia,
mientras que cepas relacionadas pueden ser falsamente consideradas
distintas en base a diferencias en su antibiograma <Dryden y coK, 1992>.
A pesar de estas críticas, nosotros al igual que Ludlam y cols.
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(1989a) consideramos a la antibiotipia como un marcador bastante
reproducible, discriminatorio y de utilidad ya que la información obtenida
con la realización de antibiogramas de manera sistemática en los
laboratorios hospitalarios a todos los aislados, tiene gran importancia, pues
conociendo las resistencias más frecuentes existentes en un determinado
hospital, si aparecen patrones de resistencia nuevos <Goetz y cols., 1992>
o si se observa un incremento en el número de un determinado patrón de
resistencia, estos datos constituirían un primer e importante aviso sobra la
posible existencia de un brote nosocomial y además proporcionada
información indispensable para el tratamiento de los enfermos.
5.3.- VALORACIÓN DE LOS MARCADORES FENOTIPICOS EN LA
CARACTERIZACIÓN DE LOS CASOS DE BACTERIEMIAS
Hasta ahora, al analizar los datos obtenidos de los marcadores
fenotipicos y al valorar dichos marcadores, no hablamos considerado las
posibles relaciones epidemiológicas existentes entre nuestros aislados. Es
a partir de este momento cuando vamos a considerar la posible relación de
los aislados a la hora de analizar los datos.
Según describen algunos autores, la inexistencia de un único método
de tipificación efectivo para los ECN hace que en el estudio epidemiológico
de la infección causada por estos microorganismos sea aconse¡able usar un
esquema jerarquizado de una combinación de marcadores (Christensen y
cols., 1983; Ludlamycols., 1989b; Drydenycols., 1992). Siguiendo esta
recomendación, valoramos globalmente los patrones quese hablan obtenido
con los distintos marcadores fenotipicos en los aislados pertenecientes a
un mismo enfermo y encontramos que 22 de los 52 casos se
caracterizaban con la fagotipia, diez casos más (32/52) al valorar
conjuntamente los patrones de fagotipia y fagotipia inversa, un caso más
<33/52) con la valoración global de los patrones de fagotipia, fagotipia
inversa y fagos adicionales, otro caso más (34/52> se caracteriza al analizar
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los fagotipos anteriormente citados con los del Fisk, y los 18 casos
restantes se caracterizaban con la antibiotipia.
Como vemos, a pesar de los bajos porcentajes de tipabilidad
conseguidos con algunos de los marcadores fenotípícos, como las
diferentes técnicas de fagotipia, con la aplicación sucesiva de estos
marcadores hemos ido obteniendo cada vez más información que nos
permitió caracterizar todos los casos estudiados. Además cuando
valoramos conjuntamente los patrones obtenidos con las distintas técnicas
de fagotipia, en 16 <30,8%> casos pudimos establecer si los aislados
pertenecientes a un mismo paciente eran cepas idénticas o diferentes y
cuando junto con los fagotipos teníamos en cuenta el patrón de resistencia
a antimicrobianos en 17 casos más, es decir, en un total de 33 (63,5%>
casos pudimos establecer relaciones de similitud o diferencia entre aislados
epidemiológicamente relacionados. Mientras que en 19 <36.5%) casos a
pesar de haber sido caracterizados por uno o varios de los marcadores
fenotipicos, la información que se obtuvo no era suficiente para establecer
estas similitudes o diferencias debido a que los aislados resultaron no
tipificados por la mayoría de estos marcadores o a que se obtuvieron
resultados de difícil interpretación, lo cual nos llevó a la utilización de
marcadores genotipicos.
5.4. VALORACIÓN DE LOS MARCADORES GENOTIPICOS EN EL ANÁLISIS
DE LOS AISLADOS DE LOS ECN
5.41. ANÁLISIS DE LOS AISLADOS MEDIANTE PLASMJDOTIPIA
Está descrito que generalmente es frecuente encontrar plásmidos en
los ECN (Valentine y cols, 1988>. Algunos de estos plásmidos presentes en
los ECN llevan genes que codifican para la resistencia a determinados
antibióticos, mientras que otros tienen una función desconocida <Ludlam y
cols, 1989b>; así, se sabe que un plásmido de pequeño tamaño <4,5 kb>
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es responsable de la resistencia a la tetraciclina <Cooksey y Baldwin 1985)
y que la resistencia a la eritromicina, gentamicina y fosfomicina también
puede deberse a plásmidos. <Etienne y coK, 1990).
En nuestro estudio al trabajar con 3. epidermidis, 3. haemolyt¡cus,
y 8. hominis, que son algunas de las especies de ECN que presentan
plásmidos con mayor frecuencia <¡<loas y Bannerman, 1994>, como era de
esperar, hemos encontrado que la mayoría de ¡os aislados de estas espacies
contenían plásmidos <72,2%); dato que se correspondecon el 79,2% dado
por Martin de Nicolás y cols.(1 995) en su estudio de aislamientos de ECN
en pacientes españoles. Al igual que se describe en este trabajo, nosotros
hemos encontrado que el tamaño de los plásmidos variaba de 1 a 30 kb;
siendo los plásmidos pequeños (<7 kb) los más frecuentes, seguidos de los
de tamaño intermedio (16,2-7 kb) y los de >16,2 kb los menos frecuentes.
Igualmente vimos que existe una gran variabilidad en el número de
plásmidos presentes en los aislados, ya que encontramos desde ECN que
carecían de plásmidos hasta ECN que presentaban siete plásmidos,
variabilidad que también se corrobora con el trabajo de Dryden y cois.
(1992) en el cual se describen desde aislados sin plásmidos hasta aislados
con 12.
Del mismo modo que se describe en el trabajo de Martín de Nicolás
y cols. (1995>, hallamos un elevado número de perfiles plasmidicos y el
perfil 2, que correspondía a un único plásmido de pequeño tamaño, fue el
perfil mayoritario. También observamos que cuando los perfiles plasmídicos
presentaban pequeño número de bandas, el mismo perfil aparecía en
aislados pertenecientes a distintos pacientes sin una evidente reíac¡ón
epidemiolágica; este dato contradice la teoría de Archer y cois. (1984)
quienes sugieren que en ausencia de relación epidemiológica es muy poco
frecuente encontrar perfiles plasmfdicos idénticos en cultivos de dos
individuos distintos. La única explicación que podemos dar a este hecho es
que todos nuestros ECN fueron aislados durante un año en un mismo
hospital y según el propio Archer y cols. (1985), los ECN son
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microorganismos nosocomiales que están sometidos a una fuerte presión
selectiva que favorece el desarrollo de resistencia a antibióticos y como es
frecuente que dichas resistencias estén codificadas por genes que se
encuentran en los plásmidos, tales plásmidos pueden diseminarse de unas
cepas a otras y persistir durante prolongados períodos de tiempo en una
institución, este hecho explicaría que dentro de un mismo hospital aislados
de pacientes distintos presentaran el mismo plásmido.
La plasmidotipia es un método de tipado que presenta ciertas
deficiencias que hacen difícil la interpretación de los perfiles plasmidicos,
algunas de estas deficiencias vienen dadas por que:
- Los plásmidos son elementos extracromosomales que
presentan una gran inestabilidad, ya que pueden perderse parcial o
totalmente, existiendo una tendencia en los aislados de ECN a perder
fácilmente plásmidos de resistencia a antimicrobianos (Mickelsen y cols.,
1985; Parisi y Hecht, 1980). Y por otro lado, los plásmidos de resistencia
pueden transferirse por conjugación dentro de una misma especie, o de una
especie a otra de estafilococos <Parisi, 1985). Esta inestabilidad hace que
a la hora de interpretar los perfiles plasmídicos sea difícil establecer reglas
con respecto a la identidad de los aislados en base únicamente a sus
perfiles. Hay autores que dicen que la pérdida de una banda e incluso dos
bandas en los perfiles plasmídicos no justifica que aislados relacionados
sean considerados como pertenecientes a dos cepas distintas <Parisi y
cols, 1986), otros autores han considerado que aislados
epidemiológicamente relacionados podrían presentar hasta tres diferencias
en sus perfiles plasmídicos. <Archer y ceis., ‘1982 y 1984; Mickelsen y
cols., 1985).
- Existen variables ligadas al método de extracción que pueden
dar tres formas del mismo plásmido <superenrrollada, circular y lineal) que
tienen movilidades electroforéticas distintas y que no resultan fáciles de
distinguir <Archer y coK, 1984).
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- Existen variables debidas a las condiciones electroforéticas.
<Archer y coL, 1984>.
- Plásmidos con idéntica movilidad electroforética no tienen
porque ser idénticos, por lo que para aumentar la sensibilidad de esta
técnica los plásmidos podrían estudiarse con endonucleasas de restricción
o lo que seria más definitivo realizar estudios de hibridación con el DNA
plasmídico <Parisi, 1985>.
- El poder discriminatorio de esta técnica es pobre en aquellos
aislados que carecen de plásmidos o bien presentan únicamente uno o dos.
(Maslow, 1993>.
A pesar de todos los inconvenientes anteriormente expresados, al
valorar los perfiles obtenidos por plasmidotipia junto con los patrones
conseguidos por los marcadores fenotipicos, pudimos establecer similitudes
o diferencias entre los aislados pertenecientes a un mismo enfermo en 9
(17,3%) de aquellos 19 (36,5%> casos en los que con los patrones de las
distintas técnicas fenotipicas no hablan podido ser establecidas. Al valorar
conjuntamente los patrones de las distintas técnicas de fagotipia junto con
los patrones de resistencia a antimicrobianos y de plasmidotipia
conseguimos establecer relaciones epidemiológicas en 42 (80,8%> de los
casos estudiados. Por lo tanto, pensamos que la plasmidotipia puede ser
útil en estudios epidemiológicos de corta duración, tomando la precaución
de no realizar sucesivos subcultivos para evitar la pérdida de plásmidos. Al
igual que otros autores (Parisi y cols., 1986; Martin de Nicolás y cols.,
1995; Ludlam y cols, 1989b> creemos que la combinación de la
plasmidotipia con uno o más marcadores fenotipicos puede resultar útil en
determinados estudios básicos de caracterización de los ECN, así como
para establecer posibles relaciones epidemiológicas en los procesos
infecciosos causados por ECN.
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5.4.2. ANÁLISIS DEL ADN DE LOS AISLADOS MEDIANTE
ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO
Por último completaremos el estudio de los aislados de ECN mediante
el análisis del ADN total digerido con endonucleasas de restricción de corte
infrecuente y su electroforesis en campo pulsado, método que ha sido
propuesto como un nuevo marcador para realizar estudios epidemiológicos
<AI¡ardet-Servent y cois., 1989).
Según Goering <1993> la selección de la enzima apropiada para
realizar esta técnica depende de la frecuencia de los lugares de restricción
de la enzima presentes en el cromosoma del microorganismo, como las
bacterias gram positivas tienen en su ADN un alto contenido en adenina y
timina entonces las enzimas de restricción que reconozcan secuencias ricas
en guanina y citosina podrían proporcionar un pequeño número de
fragmentos de ADN adecuado para el análisis en PFGE. Siguiendo este
criterio probamos las enzimas Sma 1, Sst II, Apa 1 y Pvu II; y después de
analizarlos perfiles obtenidos decidimos trabajar con Sma 1 ya que producía
un perfil con una fragmentación de un amplio rango de pesos moleculares,
con bandas claras y en número adecuado- Enzima que ha sido utilizada en
el análisis del ADN de los ECN en PFGE por autores como Vandenesch y
cols. <1993>, Huebner y cols. <1994> y Linhardt y cols. <1992)-
Mediante esta técnica obtuvimos un alto número de perfiles
electroforéticos claramente diferentes, 59 perfiles distintos de un total de
114 aislados pertenecientes a 38 casos y nueve perfiles más que presentan
ciertas diferencias con respecto a alguno de los anteriores 59 perfiles. Este
alto número de perfiles electroforéticos está en consonancia con los
numerosos patrones obtenidos con el resto de los marcadores utilizados,
dato que indica una gran variabilidad dentro de los ECIN> y especialmente
dentro de la especie 3. epidermidis, puesto que la mayoría de los aislados
que hemos estudiado pertenecían a esta especie. Esta gran variabilidad
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también ha sido descrita por Vandenesch y cols. <1993> en su trabajo de
marcadores epidemiológicos en ECN.
Al digerir el ADN de los ECN con la endonucleasa Sma 1 encontramos
un número de fragmentos de restricción similar al descrito por Tenover y
cols. (1995> que variaba desde 3 hasta 21 bandas.
Las criticas que se le pueden hacer a esta técnica es que aunque la
perdida o adquisición de plásmidos normalmente no influyen en el perfil
electroforético, si existiera un plásmido de gran tamaño, este podría ser
linealizado por la endonucleasa interfiriendo teóricamente en el perfil
(Vandenesch y cols., 1993>- Esto no constituiría un problema dentro de los
ECN puesto que, como ya hemos visto, la mayoría de sus plásmidos son
pequeños. También la integración de fagos en el cromosoma bacteriano
puede ser responsable de pequeñas variaciones en el perfil de restricción
del ADN <Lina y cOIs., 1993>. Pero la crítica más importante se debe a la
dificultad que conlíeva la comparación de geles, puesto que las condiciones
electroforéticas influyen en las distancias de migración de los fragmentos
de restricción a través del gel, esta dificultad se puede eliminar analizando
en un mismo gel el ADN de los aislados que queremos comparar y si ello
no fuera posible analizando en el nuevo gel el ADN cuyo perfil
electroforético hemos considerado patrón junto con los ADN del resto de
los aislados,
A la hora de estudiar las posibles relaciones epidemiológicas entre
diferentes aislados de un mismo enfermo mediante el análisis de los perfiles
de restricción de sus ADN, y aunque conscientes de que la comparación de
patrones es un proceso subjetivo que no puede ser reducido a estrictas
reglas, siguiendo los criterios de Tenover y cols. <1995> y teniendo en
cuenta que aislados estrechamente relacionados presentaban un coeficiente
de similitud superior al 80% <Goering 1993), sugerimos 4 tipos de
relaciones epidemiológicas:
- Cepas idénticas que presentaban el mismo perfil electroforético con un
coeficiente de Sorensen del 100%.
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- Cepas relacionadas con perfiles electroforéticos con una diferencia de
hasta 3 bandas y un coeficiente de Sorensen inferior al ¶00% y superior al
80%.
- Cepas posiblemente relacionadas cuyos perfiles eran similares aunque con
más de tres bandas de diferencia y un coeficiente de Sorensen entre el
80% y el 69%.
- Cepas distintas cuyos perfiles de restricción eran claramente diferentes y
su coeficiente de similitud inferior al 69%.
Los patrones electroforéticos por campo pulsado, por un lado nos
permitieron confirmar la valoración realizada en base a los patrones
obtenidos por los marcadores anteriormente descritos cuando establecimos
las similitudes y diferencias entre aislados de un mismo enfermo, y por otro
lado nos permitieron determinar las posibles relaciones epidemiológicas
entre los aislados de un mismo paciente en aquellos 10 (19,2%) casos en
los que con los patrones de los marcadores no pudieron ser establecidas,
debido a una caracterización insuficiente de dichos aislados por problemas
de tipabilidad o a dificultades en la interpretación de los resultados. Por lo
que basándonos en los criterios anteriormente expuestos con los perfiles de
restricción obtenidos por campo pulsado conseguimos determinar en todos
los casos si aislados de un mismo paciente eran la misma cepas o cepas
distintas. Nosotros al igual que Maslow y cols. (1993> comprobamos que
con esta técnica cada aislado no relacionado tiene un único perfil y que
como describe Huebner y cols. <1994>, cuando digerimos el ADN de los
ECN con Sma 1 y realizamos la electroforesis en campo pulsado
encontramos una gran variabilidad de perfiles electroforéticos. Además
observamos que aislados estrechamente relacionados presentan perfiles de
bandas altamente conservados. Al comparar los resultados obtenidos con
PFGE con los conseguidos por el resto de los marcadores fenotipicos y
genotipicos utilizados en este estudio, la electroforesis en campo pulsado
fue la técnica que de una forma más clara y convincente nos permitió -
establecer las posibles relaciones epidemiológicas en los aislados
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estudiados. Por lo tanto, del mismo modo que otros autores <Linhardt y
cols., ¶ 992) creemos que PFGE es una técnica muy útil para el análisis
epidemiológico de las infecciones nosocomiales por ECN.
5.5- VALORACIÓN DE LOS CASOS DE BACTERIEMIA EN BASE A LOS
DATOS MICROBIOLÓGICOS Y CLÍNICOS
5.5.1.- VALORACIÓN DE LOS CASOS DE BACTERIEMIA EN BASE A LOS
DATOS MICROBIOLÓGICOS
Como hemos visto, el hecho de que los ECN sean microorganismos
ubicuos que constituyen el principal componente de la microflora de la piel
y mucosas da lugar a que cuando se aisla un ECN en un hemocultivo sea
un problema controvertido establecer si es el agente etiológico de la
infección o si es un contaminante <Kleeman y cols. 1993>. El criterio
microbiológico generalmente aceptado con el que presumiblemente se
diferencia entre verdadera infección y contaminación se basa en dos
parámentros. Por un lado la existencia de un alto número de UFC/ml que se
interpretarla como un indicio de infección <Bryan, 1989>, siendo éste un
parámetro que adquiere especial importancia en el caso de los neonatos de
bajo peso a los que sólo se les realiza una extracción. Y por otro lado
teniendo en cuenta que es altamente improbable, dada la gran variabilidad
intrínseca de los ECN, que aislados no relacionados epidemiológicamente
presenten las mismas características fenotipicas y genotípicas <Etienne y
cols, 1990; Herwaldt y cols, 1990> se considera evidencia de infección
el aislamiento de la misma cepa de ECN en diferentes hemocultivos
obtenidos a lo largo del tiempo en un mismo paciente <Etienne y cols.,
1990, Jarl~v y cols., ¶ 992). El elevado número de patrones que hemos
obtenido por distintos marcadores fenotípicos y genotípicos en el estudio
de nuestros aislados apoya la existencia de una variabilidad intrínseca en
los ECN, lo que hace que confiemos en el criterio anteriormente expuesto
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para determinar la importancia clínica del ECN aislado de hemocultivo.
En la selección de todos los casos estudiados en este trabajo tuvimos
en cuenta la dificultad que tiene el determinar si un ECN es el agente causal
de una infección o un simple contaminante. Para reducir en lo posible la
dificultad de esta valoración elegimos solamente aquellos casos en los que
disponíamos de la información clínica del paciente así como de distintos
aislados obtenidos de diferentes hemocultivos de un mismo paciente.
Además debido a que en algunos casos se hablan aislado varios ECN en un
largo espacio de tiempo hizo que, para obtener una mejor compresión de lo
que estaba ocurriendo durante el proceso infeccioso, dividiéramos los casos
en períodos de tiempo que llamamos episodios, considerando que los
hemocultívos pertenecían a episodios distintos cuando transcurría al menos
una semana sin hemocultivos positivos.
A causa de que no existe un único método de tipado efectivo que
caracterice a los ECN, para poder determinar en los casos estudiados silos
ECN aislados eran los agentes causales de las infecciones se les fue
caracterizando, como aconsejan diversos autores (Dryden y cola., 1992;
Parisi y coK, ¶ 986), con los patrones obtenidos de un con¡unto de
marcadores epidemiológicos. A todos los aislados se les aplicó tres
marcadores fenotípicos (fagotipia, fagotipia inversa y resistencia a
antimicrobianos> y uno genotl’pico <plasmidotipia), pero debido a que en
algunos casos la caracterización resultó insuficiente a causa del ba¡o
porcentaje de tipabilidad que ofrecían algunas de estas técnicas y en otros
casos resultaba difícil la interpretación de los patrones hizo que se fueran
aplicando sucesivamente nuevas técnicas (fagotipia con fagos adicionales,
Fisk y PFGE> hasta conseguir una suficiente y clara caracterización de los
casos que nos permitiera establecer cual era el ECN responsable de la
infección y cual el contaminante.
A la hora de valorar los patrones obtenidos por los distintos
marcadores epidemiológicos para establecer si dos cepas eran iguales o
distintas nos basamos en los criterios utilizados por otros autores <criterios
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que están ampliamente explicados en el apartado 4.12.1 de resultados>.
De este modo, consideramos que dos cepas eran idénticas si presentaban
los mismos patrones por todos los marcadores y cuando aparecían
pequeñas diferencias se seguían los siguientes criterios: para valorar
diferencias en los patrones de fagotipia seguimos la regla de “las dos
diferencias” <Williams y Rippon, 1952>; diferencias en los patrones de
resistencia a antimicrobianos y perfiles plasmídicos fueron analizadas
teniendo en cuenta que tanto la resistencia a antibióticos como la presencia
de plásmidos son dos características inestables sujetas a la presión
selectiva hospitalaria <Mickelsen y coK, 1985, Parisi y cols. 1986); en
cuanto a los perfiles electroforéticos obtenidos por campo pulsado nos
basamos en que cada aislado no relacionado tiene un único perfil de
restricción en PFGE (Maslow y cols., 1993> y analizamos las diferencias en
los perfiles siguiendo los criterios de Tenover y cols. <¶995) y Goering
(1993) encontrando casos con cepas idénticas, relacionadas, posiblemente
relacionadas y distintas.
Una vez que consideramos que todos los casos estaban
adecuadamente caracterizados, analizamos globalmente el hecho de que
con la aplicación sucesiva de los distintos marcadores íbamos obteniendo
nueva información que nos permitiría ir aumentando el número de casos en
los que se podían establecer si distintos aislados pertenecientes de un
mismo paciente eran o no la misma cepa. Encontramos que dicha relación
epidemiológica se pudo determinar en 16 <30,8%) casos con el análisis de
los patrones de las distintas técnicas de fagotipia; cuando añadíamos los
patrones de resistencia a antimicrobianos en 17 casos más, lo que hacia un
total de 33 <63,5%> casos, era establecida dicha relación; cuando a los
anteriores marcadores añadíamos los patrones plasmidicos en 9 casos más,
lo que constituía un 42 <80,8%> de los casos, establecíamos las similitudes
y diferencias; y cuando por último añadíamos los patrones obtenidas por
PFGE las relaciones epidemiológicas quedaban claras en los 10 casos
restantes, por lo que en este punto en los 52 (100%) casos se pudo
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establecer si los ECN aislados de hemocultivos de un mismo enfermo eran
una única cepa o cepas diferentes.
Desde nuestro punto de vista de laboratorio vimos que en los casos
de bacteriemias aparecían dos tipos de situaciones: casos con un único
episodio y casos con varios episodios.
Casos de bacteriemia con un único episodio
Los casos de bacteriemia con un único episodio fueron 45, lo que
representa el 87% de los casos, de los cuates en 27 <52%> casos los ECN
aislados eran la misma cepa y por lo tanto fueron considerados patógenos.
En cinco de los casos <¶0%) además de cepas idénticas, consideradas
como el agente causal de la bacteriemia, se aislaron algunas cepas distintas
que fueron consideradas como posibles contaminantes, este hecho de
encontrar una cepa de ECN evaluada como significante junto con otras
calificadas como contaminantes no parece ser un hecho inusual y está
descrito en otros trabajos <Harstein y cols, 1988; Mickelsen y cola., 1985,
Panal y cols. ¶ 985). En un caso <2%) en el que se aislaron ECN de cinco
hemocultivos, tres de los aislados pertenecían a una misma cepa de 3.
hominis, y los otros dos aislados a una misma cepa de 3. epidermidis; en
este caso existe una infección mixta producida por dos especies de ECN,
Weinstein y cola. (¶983> en su revisión acerca de la significación clínica de
hemocultivos positivos en episodios de bacteriemia informa que un 18,4%
de los episodios de bacteriemia eran infecciones mixtas y atribuye este alto
porcenta¡e a la gran proporción de pacientes inmunocomprometidos cuyos
hemocultivos han estudiado. El hecho de que nuestro porcentaje de
infecciones mixtas sea significativamente menor que el de Weinstein y cola.
se explica porque mientras Weinstein estudia todos los microorganismos
aislados en los hemocultivos, nosotros estudiamos tan solo los ECN- En 12
casos (23%> los ECN aislados de los hemocultivos resultaron ser cepas
distintas, y como de la mayoría de los pacientes sólo teníamos dos
hemocultivos no pudimos determinar el agente etiológico de la infección -
pero tampoco podíamos decir rotundamente que los ECN eran
DISCUSIÓN 172
contaminantes, puesto que si hubiéramos tenido más hemocultivos tal vez
en algún caso alguno de los ECN aislados hubiera sido considerado con
significación clínica,
Casos de bacteriemia con varios episodios
Siete de los casos estudiados <13%) presentaron más de un episodio
de bacteriemia. El análisis de la mayoría de estos casos resulta complejo
porque la infección se prolonga durante un largo período de tiempo, pero
se consigue llegar a conclusiones acerca de lo que está pasando en el
proceso infeccioso gracias a que de cada caso tenemos un gran número de
hemocultivos que nos va a facilitar el determinar qué cepa es el agente
causal de la bacteriemia. En estos casos es frecuente encontrar una cepa
de ECN dominante, que es considerada patógena, junto con otras cepas
que presentan ciertas variaciones y que están relacionadas con la cepa
dominante y seguramentejuegan un papel infeccioso, y además otras cepas
diferentes que podrían ser consideradas contaminantes; hecho que también
ha sido descrito por Ryding y cols. (1992>. También es frecuente encontrar
casos en los que en un episodio una cepa de ECN es la responsable de la
bacteriemia mientras que en el episodio siguiente lo es otra cepa distinta.
Como ejemplos más representativos de lo que aquí se ha dicho, vamos a
comentar el caso 8 y el caso 42.
El caso 8 es un paciente varón ingresado en la unidad de cuidados
intensivos, con catéter intravenoso y presentó un cuadro de sepsis. Durante
los meses de Enero y Febrero se tomaron varios hemocultivas que
pertenecen a tres episodios. En el primer episodio se estudiaron 4
hemocultivos de los que se aislaron 4 3. hominis, tres de los cuales son
idénticos y constituyen la cepa dominante y el otro resulta estar
estrechamente relacionado con los anteriores, lo que nos lleva a concluir
que en este primer episodio el agente etiológico de la bacteriemia es un 3.
hominis, del segundo episodio salo habla un hemocultivo del que se aisló
3. epidermidis, que en principio podría haber sido considerado como carente
de significación clínica pero como en los dos hemocultivos del tercer
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episodio se aislan dos 3- epidermidis, uno de ellos idéntico al del segundo
episodio, ello hace que a éste se le considere patógeno; mientras que el
otro que resulta distinto fue considerado como posible contaminante. En
este caso como transcurre un mes entre los hemocultivos del primer
episodio y los del segundo y tercero, podríamos hablar de una reinfección.
El caso 42 es un paciente varón de un año ingresado en el área de
pediatría con una leucemia linfoblástica aguda y durante los meses de Abril,
Junio y Julio se estudiaron varios hemocultivos de los que se aislaron ECN.
En este caso los clínicos tuvieron dudas acerca de la significación clínica de
los ECN que se aislaron en los sucesivos hemocultivos. Con los datos de
laboratorio en el primer episodio en el que de dos hemocultivos se aislan
dos cepas de 3. epidermidis distintas, no pudimos determinar el agente
etiológico de la bacteriemia. En el segundo episodio con 4 hemocultivos de
los que se aislaron 4 S. epidermidis dos de los cuales resultaron idénticos
constituyendo la cepa dominante y las otras dos cepas resultaron estar
estrechamente relacionadas con la anterior, habiéndose así constatado que
en este episodio la bacteriemia fue causada por un ECN. En el tercer
episodio encontramos dos cepas de 3. epídermidis idénticas entre sí y
diferentes de las del segundo episodio, por lo tanto la bacteriemia en este
momento estaría causada por una cepa distinta de la del episodio anterior.
En el cuarto episodio de dos hemocultivos se aislaron dos 3. epidermidis
que resultaron ser la misma cepa e idéntica a la cepa dominante del
segundo episodio. Este caso, a pesar de que no se han aislado los dos 3.
epidermidis patógenos en un mismo episodio, parece más un caso de
infección mixta, en el que no se han detectado a la vez los dos agentes
patógenos, que uno de reinfección ya que es improbable que en el cuarto
episodio la reinfección sea producida por la misma cepa que en el segundo
existiendo entre medias otro episodio de reinfección por una cepa diferente.
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Concluiremos diciendo que la valoración microbiológica del proceso
infeccioso es más exacta cuantos más hemocultivos de un mismo paciente
podamos analizar y cuantos más datos epidemiológicos del paciente
tengamos. Si estas premisas se cumplen la valoración microbiológica va ha
determinar si los ECN son los agentes etiológicos de las bacteriemias.
5.5.2.- COMPARACIÓN ENTRE LA VALORACIÓN MICROBIOLÓGICA Y
CLÍNICA DE LAS BACTERIEMIAS RELACIONADAS CON ECN
Como hemos visto, en este estudio se ha establecido el carácter
patógeno o contaminante de los ECN aislados de hemocultivos en base a
dos criterios, por un lado al criterio clínico y por otro lado basándonos en
los datos de laboratorio. Al comparar la valoración clínica con nuestra
valoración microbiológica encontramos que en 34- casos existe una
concordancia entre ambos criterios y en la mayoría de los casos (30> los
ECN fueron considerados patógenos por ambos criterios. En seis casos
donde el clínico dudaba de la significación clínica de los ECN, los datos de
laboratorio identificaron al ECN responsable de la bacteriemia. En tan sólo
tres casos existía un desacuerdo entre ambos criterios, donde como era de
esperarlos ECN fueron considerados contaminantes según el criterio clínico
mientras que con los datos de laboratorio se identificó al ECN agente causal
de la bacteriemia. Los nueve casos restantes los datos microbiológicos no
permitieron establecer si los ECN tenían o no significación clínica.
Resumiendo diremos que los datos microbiológicos permitieron
identificar al ECN causante de la bacteriemia en un 75% de los casos
estudiados y en tan solo un 7% de los casos existía un desacuerdo entre
el criterio clínico y el microbiológico.
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5.6.- ESQUEMA JERARQUIZADO PARA LA CARACTERIZACIÓN DE LOS
ECN
Para poder establecer qué marcadores epidemiológicos deberíamos
utilizar en el estudio de los ECN hay que tener en cuenta tanto las
características que tiene cada marcador como el tipo de estudio que se
quiere realizar.
En este trabajo hemos debatido ampliamente acerca de las ventajas
e inconvenientes que los distintos marcadores epidemiológicos presentaban
en el estudio de los ECN, el resumen de Ja valoración de estos marcadores
epidemiológicos queda reflejado en la Tabla 24. Como hemos comprobado,
no existe un único método de tipado que pueda por si solo utilizarse en
estudios de ECN, entonces es necesario utilizar una combinación de
marcadores epidemiológicos para caracterizar a estos microorganismos.
En el caso de los Laboratorios Hospitalarios en los que necesitan un
diagnóstico rápido y en los que generalmente se realizan estudios
epidemiológicos de corta duración, resultaría útil que junto con las
resistencias a antimicrobianos que se realizan de forma rutinaria con objeto
de establecer el tratamiento del paciente también se realizará plasmidotipia,
ya que con la valoración conjunta de los patrones obtenidos por ambas
técnicas se puede determinar en un gran proporción de casos si el ECN es
el agente etiológico de la infección nosocomial, a la vez que se detectarían
la posible aparición de brotes causados por ECN.
En el caso de los Laboratorios de Referencia, para los trabajos de
vigilancia epidemiológica continuada es recomendable utilizar las técnicas
de fagotipia y fagotipia inversa junto con la resistencia a antimicrobianos.
Los patrones obtenidos por estas técnicas nos caracterizarían los aislados
permitiéndonos establecer sus posibles relaciones epidemiológicas de una
forma rápida y económica pudiendose detectar la existencia de brotes, que
deberían ser confirmados con los patrones conseguidos por algún marcador
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molecular. Según los datos de este trabajo el más adecuado seria la técnica
de PEGE que por su discriminación y reproducibilidad daría una información
más precisa sobre las relaciónes epidemiológicas existentes entre las cepas.
TABLA 24: VALORACIÓN DE LOS MARCADORES EPIDEMIOLÓGICOS EN
EL ESTUDIO DE LOS ECN
TÉCNICA VENTAJAS INCONVENIENTES
- Buena discriminación
- Buena reproducibilidad
- Analiza alto n0 de cepas
- No necesita aparataje
- Rápida
- Ecanómica
- Sencilla
- Tipabilidad baja
- Mantenimiento de fagos
- Sólo Laboratorios Referencia
Antibiotipia - Aceptable reproducibilidad - Inestabilidad
- Aceptable discriminación Difícil valoración
- Alta tipabilidad
- Rápida
- Sencilla
- Económica
- Realizable en Lab. hospitalarios
- Tipabilidad aceptable
- Rápida
- Sencilla
- Económica
- Aparataje sencillo
- Realizable en Lab- hospitalarios
- Escasa reproducibilidad
- Escasa discriminación
- Inestabilidad
- Difícil valoración
- Limitada a cortos estudios
E. campo pulsado - Alta tipabilidad - Aparataje costoso
- Alta reproducibilidad - No es rápida
- Alto poder discriminatorio - Difícil valoración
- Sencilla
Fagotipia
Plasmidotipia
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Para concluir diremos que aunque los ECN son importantes agentes
etiológicos de bacteriemias en pacientes que presentanserias enfermedades
de base, el establecer si estos microorganismos tienen significación clínica
es un problema controvertido, porque son uno de los componentes
mayoritarios de la microflora de la piel y mucosas y además no existe un
método eficaz de tipado que los caracterice siendo necesaria la utilización
de varios marcadores epidemiológicos para conseguir tal fin. Estos
inconvenientes dan lugar a que en los estudios epidemiológicos de los ECN
solamente se consigan buenos resultados si se tiene perseverancia y si
distintos grupos de profesionales trabajan en equipo realizando las
siguientes labores: el personal de enfermería obteniendo muestras de buena
calidad, el microbiólogo identificando y caracterizando el microorganismo
aislado en la muestra y dando una valoración desde el punto de vista de
laboratorio y por último el clínico valorando conjuntamente la clínica con los
resultados del microbiólogo.
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5.-CONCLUSIONES
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A partir de los años 70, los ECN son reconocidos como agentes
causales de una variedad de enfermedades, observándose que se ha
producido un aumento progresivo de las bacteriemias en las que los
ECN son la primera causa de infección. De las diferentes especies
estafilocócicas es 3. epidermidis la que con mayor frecuencia se aisla
en las bacteriemias seguido de lejos por 3. haemolyt¡cus y 3. hominis.
1. Todas las técnicas de fagotipia analizadas tipificaron un bajo
porcentaje de aislados de ECN. La fagotipia con el juego de fagos
combinado fue la que mayor porcentaje de tipabilidad proporcionó
<34,8%>. Esta técnica junto con la fagotipia inversa, fueron las que
mayor poder discriminatorio presentaron, y resultaron de poca utilidad
en la caracterización de estos microorganismos las técnicas de Fisk y
fagotipia con fagos adicionales.
2. Se propone reducir el juego de fagos combinado de 42 a 25 fagos,
quedando constituido por los 20 fagos del juego de “Dean y Williams”
<ya que nos permite comparar nuestros resultados con los obtenidos
en otros paises) y los 5 fagos del juego autóctono: 89904, 90319,
90341, 90352 y 90509.
3- A pesar de los inconvenientes que la antibiotipia presenta, este método
de tipado resultó ser un marcador reproducible y discriminatorio cuya
realización de forma sistemática en los laboratorios hospitalarios puede
proporcionar un primer aviso sobre la existencia de cepas relacionadas
epidemiológicamente.
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4. A pesar de los problemas de reproducibilidad y discriminación, la
plasmidotipia puede resultar de utilidad en estudios epidemiológicos de
corta duración tomandose la precaución de no realizar sucesivos
subcultivos para evitar la pérdida de plásmidos.
5. El PFGE ha sido el marcador que de una forma más clara y convincente
nos ha permitido establecer las posibles rejaciones epidemiológicas en
los aislados estudiados, por lo que creemos que PFGE es una técnica
muy útil para el análisis epidemiológico de las infecciones
nosocomiales causadas por ECN.
6. Con todos los marcadores utilizados en la tipificación de los ECN
hemos obtenido un elevado número de patrones, lo que indica que en
los ECN y especialmente en 3. epidermidis existe una gran variabilidad.
7. Mediante la aplicación sucesiva de los distintos marcadores, se
estableció si los ECN tenían o no significación clínica en los casos
estudiados. Dicha valoración se realizó en el 30,8% de los casos en
base a los patrones obtenidos por las distintas técnicas de fagotipia,
en el 63,5% con las técnicas de fagotipia y antibiotipia, en el 80,8%
con las técnicas anteriormente citadas junto con plasmidotipia y se
llego al ¶00% de los casos con los patrones obtenidos por todas las
técnicas incluida PFGE.
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8. Los distintos ECN aislados de hemocultivos de un mismo enfermo
resultaron ser la misma cepa en 39<52) casos, siendo considerados los
agentes etiológicos de las bacteriemias. En los 13 casos restantes los
aislados presentaban distintos patrones por lo que eran cepas
diferentes. En la mayoría de los casos las bacteriemias presentaban un
único episodio. Las reinfecciones e infecciones mixtas fueron más
frecuentes en aquellos casos de bacteriemias con varios episodios. En
tan sólo 3 casos <7%) existió desacuerdo entre el criterio clínico y
microbiológico en la valoración de los ECN como agentes etiológicos
de las bacteriemias.
9. En laboratorios hospitalarios, proponemos como esquema de
caracterización de los ECN el estudio de la sensibilidad a
antimicrobianos junto con la piasmidotipia; ya que con ambas técnicas
de una forma rápida y sencilla se va a obtener suficiente información
para poder evaluar la situación epidemiojógica de la infeccJón
nosocomial causada por ECN.
10- En el Laboratorio de Referencia, en el que se van a desarrollar estudios
de vigilancia epidemiológica continuada, es recomendable utilizar junto
con los datos de sensibilidad a antimicrobianos proporcionados por el
laboratorio hospitalario, las técnicas de fagotipia y fagotipia inversa
para establecer relaciones epidemiológicas entre los aislados y detectar
brotes que deberían ser confirmados por los patrones conseguidos por
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